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本研究で用いられている主な略語 
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序章 
 
1. 研究背景 
 産業の発展に伴い、我々の生活基盤を支えるエネルギーや化学製品は、石油、石炭、および天然
ガスなどの化石資源に大きく依存してきた。しかし、これら化石資源の大量消費に伴う CO2やメタ
ンの排出により地球温暖化の促進や酸性雨といった様々な環境問題が引き起こされている。また、
化石資源自体が枯渇性資源であるため永続的な利用は困難であり、資源の大部分を輸入に頼る日本
においては将来的にエネルギーが枯渇するという深刻な問題が懸念されている。そのため、環境に
配慮した資源循環型社会の構築が望まれており、現在、環境負荷の少ない再生可能な資源としてバ
イオマスが注目を集めている。中でも木質バイオマスは地球上に最も豊富に存在する植物由来のバ
イオマスであり、その賦存量はきわめて膨大である。日本では、林地残材の年間発生量が約 800万
トンあるにも関わらず利用率は 9%に留まっており、有効な利用方法の確立が期待されている (バ
イオマス活用推進基本計画, 2016)。 
 
2. 木質成分とその利用 
 木質成分は主に植物細胞壁の主要成分であるセルロース、ヘミセルロースおよびリグニンから構
成されている。セルロースは木質成分の中でおよそ 40–60%と大半を占めており、紙・パルプ工業
や繊維工業、食品添加物などに利用されている。ヘミセルロースは 10–40%を占めており、紙・パ
ルプ工業以外にも機能性食品への利用について研究・開発が行われている。さらに、セルロース系
バイオマスを利用した燃料用エタノールの生産法の確立が進められている。一方、高分子芳香族化
合物であるリグニンは、複雑な 3次元構造に由来する難分解性や構造の不均一性により、工業的に
利用しやすい単一化合物への変換が困難であるため、主に紙・パルプ工業やエタノール生産のプロ
セスで熱源として用いるなどの限定的な利用に留まっている。しかし、リグニンは地球上で最も豊
富に存在する芳香族化合物であり、リグニンを原料にした工業的に有用なマテリアルや基幹化合物
の生産系の開発が期待されている。 
 
3. リグニンの構造と生分解 
 リグニンは、ヒドロキシフェニルプロパン構造 (C6-C3 構造)を有する coniferyl alcohol (グアイア
シル型)、sinapyl alcohol (シリンギル型)および p-coumaryl alcohol (p-ヒドロキシフェニル型)といった
モノリグノールを前駆体として合成される (Fig. 1)。植物の種類によって含有するモノリグノール
が異なっており、針葉樹は coniferyl alcohol、広葉樹では coniferyl alcoholと sinapyl alcohol、草本植
物は 3 種類のモノリグノールをリグニンの基本骨格としている (1)。これら 3 種類のモノリグノー
ルが peroxidase や laccase の作用により様々な単位間結合を形成しながらランダムに重合すること
で高分子リグニンとなる (Fig. 2) (2, 3)。このような非常に複雑で不均一かつ安定な 3次構造は、植
物細胞壁の強固さに加え微生物分解への耐性も与えており、木質バイオマスの工業的な利用への大
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きな障害となっている (4, 5)。 
 自然界において高分子リグニンの分解は、白色腐朽菌と呼ばれる担子菌などが分泌する lignin 
peroxidase、manganese peroxidase、versatile peroxidaseおよび laccaseなどの phenoloxidase によって行
われている (6-9)。これらの酵素はリグニンにフェノキシラジカルを生成させることでリグニンを
低分子化させる。最近ではリグニン分解性の dye-decolorizing peroxidase や laccase を有するバクテ
リアも報告されており、高分子リグニンの分解へのバクテリアの関与が推測されている (10-12)。
しかし、バクテリアがどの程度高分子リグニンの分解に関与しているかは未解明であり、更なる研
究が必要とされる。一方、低分子化したリグニン由来の芳香族化合物は主にバクテリアによって分
解・無機化されると考えられている (13)。したがってバクテリアによるリグニン由来低分子芳香族
化合物の分解系を明らかにすることは、地球上の炭素循環を理解する上できわめて重要である。 
 
 
Fig. 1. モノリグノールの構造. 
 
 
 
Fig. 2. 高分子リグニンの推定構造. 
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4. 微生物変換による新たなリグニン利用 
 リグニンは工業的に利用しやすい単一化合物への変換が困難であることから、主に熱源として利
用されてきた。しかし、近年では、石油化学を一部代替するような基幹化合物の生産が期待されて
おり、異なる研究領域で行われてきた各種のバイオリファイナリー技術を統合したリグニン利用の
ための戦略が提案されてきている (14)。特に、高分子リグニンを化学的処理によって分解し、得ら
れた低分子化合物の集合体をバクテリアが持つ多種多様で特異的に働く分解酵素系を利用して、工
業的に利用価値の高い有用中間代謝物へと集約する方法が注目されている。これは Biological 
funnelingとして提案されており、微生物が持つ分解酵素系の多様性に応じて多くの化学物質へと変
換できる可能性が示されている。そのため、バクテリアによるリグニン分解に関する研究は世界的
に重要度が増してきている。 
 
5. Sphingobium sp. SYK-6 株によるリグニン由来芳香族化合物の代謝 
 Sphingobium sp. SYK-6 株は、製紙工場のパルプ廃液処理槽からリグニン由来の biphenyl化合物で
ある 5,5-dehydrodivanillate (DDVA)の資化性菌として単離された-proteobacteria に属するグラム陰
性好気性細菌である (15)。SYK-6 株はリグニン由来芳香族化合物の微生物分解において世界的に
最も解析の進んでいるバクテリアであり、-aryl ether、phenylcoumaran、diarylpropaneや biphenylな
どの二量体化合物や ferulate、vanillin、syringaldehyde、vanillate (VA)、syringateおよび protocatechuate 
(PCA)などの単量体化合物を含む様々なリグニン由来芳香族化合物を分解し、唯一の炭素源・エネ
ルギー源として生育することができる。現在までに、二量体化合物の-aryl ether、phenylcoumaran お
よび biphenyl、単量体化合物の ferulate、vanillin、syringaldehyde の代謝経路および分解に関わる数
多くの酵素遺伝子が解明されてきた (16, 17) (Fig. 3)。これらの化合物は全て syringateと VA に集約
され、脱メチルと芳香環開裂を経て TCA cycleへと代謝されることが明らかにされている (Fig. 4)。 
 
6. リグニン由来芳香族化合物の中間代謝物を原料とした高機能性ポリマーの開発 
 SYK-6 株のリグニン由来芳香族化合物代謝系で生成する中間代謝物の 2-pyrone-4,6-dicarboxylate 
(PDC)は、高機能性ポリマーの原料化合物となることが見出された。PDCはピロン環に 2つのカル
ボキシ基を持つ擬芳香環様構造を持ち、PDC と bis(hydroxyethyl)terephthalateとの重縮合によって約
260C と高い熱安定性を持つ PDC ポリエステルを合成することが可能である (18)。また、PDC ポ
リエステル以外にもポリアミドやポリウレタン等が開発されている (19, 20)。さらに、PDCを基本
骨格とするエポキシ系接着剤が開発されており、ステンレスに対して約 90 MPa と非常に強い接着
強度を示すことが報告されている (21)。 
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Fig. 3. SYK-6株におけるリグニン由来芳香族化合物の代謝経路. 
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Enzymes: BzaA, benzaldehyde-derivatives dehydrogenase; PhcC, (+)-DCA-C oxidase; PhcD, (-)-DCA-C 
oxidase; FerA, feruloyl-CoA synthetase; FerB and FerB2, feruloyl-CoA hydratase/lyase; DesV, benzaldehyde-
derivatives dehydrogenase; LigV, vanillin dehydrogenase; LigD, LigL, and LigN, C-dehydrogenase; LigE, 
LigP, and LigF, -etherase (glutathione S-transferase); LigG, glutathione-removing enzyme (glutathione S-
transferase); HpvZ, HPV oxidase; LigXa, DDVA oxygenase; LigXc, ferredoxin; LigXd, ferredoxin reductase; 
LigZ, OH-DDVA meta-cleavage dioxygenase; LigY, OH-DDVA meta-cleavage compound hydrolase; LigW 
and LigW2, 5CVA decarboxylase. Abbreviations: ADH, alcohol dehydrogenase; ALDH, aldehyde 
dehydrogenase; DCA, dehydrodiconiferyl alcohol; DCA-L, 3-(2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-
(hydroxymethyl)-7-methoxy-2,3-dihydrobenzofuran-5-yl)acrylaldehyde; DCA-C, 3-(2-(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)-3-(hydroxymethyl)-7-methoxy-2,3-dihydrobenzofuran-5-yl)acrylate; DCA-CL, 3-(3-
formyl-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-7-methoxy-2,3-dihydrobenzofuran-5-yl)acrylate; DCA-CC, 5-(2-
carboxyvinyl)-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-7-methoxy-2,3-dihydrobenzofuran-3-carboxylate; GGE, 
guaiacylglycerol--guaiacyl ether; MPHPV, -(2-methoxyphenoxy)--hydroxypropiovanillone; GS-HPV, -
glutathionyl--hydroxypropiovanillone; HPV, -hydroxypropiovanillone; DDVA, 5,5-dehydrodivanillate; 
OH-DDVA, 2,2,3-trihydroxy-3-methoxy-5,5-dicarboxybiphenyl; 5CVA, 5-carboxyvanillate; CHPD, 4-
carboxy-2-hydroxypenta-2,4-dienoate; SA, syringate; VA, vanillate. 
 
 
Fig. 4. SYK-6株における VAおよび syringateの代謝経路. 
Enzymes: LigM, VA/3MGA O-demethylase; LigAB, PCA 4,5-dioxygenase; LigC, CHMS dehydrogenase; 
LigI, PDC hydrolase; LigU, OMA tautomerase; LigJ, OMA hydratase; LigK, CHA aldolase; DesA, SA O-
demethylase; DesZ, 3MGA 3,4-dioxygenase; DesB, GA dioxygenase. Abbreviations: VA, vanillate; PCA, 
protocatechuate; CHMS, 4-carboxy-2-hydroxymuconate-6-semialdehyde; PDC, 2-pyrone-4,6-dicarboxylate; 
OMA, 4-oxalomesaconate; CHA, 4-carboxy-4-hydroxy-2-oxoadipate; SA, syringate; 3MGA, 3-O-
methylgallate; CHMOD, 4-carboxy-2-hydroxy-6-methoxy-6-oxohexa-2,4-dienoate; GA, gallate. 
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7. バクテリアの代謝系を利用した PDC生産 
 SYK-6 株が持つリグニン由来芳香族化合物の代謝酵素遺伝子を利用した PDC 生産系が報告され
て い る 。 SYK-6 株 の PCA 4,5-dioxygenase と 4-carboxy-2-hydroxymuconate-6-semialdehyde  
dehydrogenase をそれぞれコードする ligAB および ligC を導入した Pseudomonas putida PpY1100 株
を用いた PCAからの PDC 生産系が構築されており、本生産系では 1 L当たり約 15 g の PDC を生
産できることを報告している (22)。また近年では、ligABC に加えて上流代謝遺伝子を導入した
PpY1100株によるクラフトリグニンや、Japanese cedarと birchのアルカリニトロベンゼン酸化で得
られた vanillin、syringaldehyde、および VA 等を含む抽出物からの PDC 生産系も構築されている 
(23)。本生産系では、0.14 mg/ml のクラフトリグニン抽出物から 53 g/ml、1.14 mg/ml の Japanese 
ceder抽出物からは 655 g/ml、1.15 mg/mlの birch抽出物から 483 g/mlの PDCを生産している。
今後、高効率な PDC生産系を開発するためには、リグニン由来芳香族化合物から PDCに至るまで
の代謝に関わる情報はきわめて重要となる。上述の様に、SYK-6株のリグニン由来芳香族化合物の
代謝経路や分解に関与する酵素遺伝子の大部分が明らかにされてきたが、代謝の初発である細胞内
への基質の取り込みに関する知見は得られておらず今後の課題となっている。 
 
8. バクテリアにおける芳香族酸の細胞内への取り込み 
 疎水性の高い芳香族化合物は受動拡散によって細胞膜を透過すると考えられている一方、
benzoate などの芳香族酸は酸性 pH においては細胞膜を受動拡散するが、生理的 pH ではカルボキ
シ基がイオン化するため細胞膜を受動的にはほとんど通過しなくなる (24-26)。そのため多くのバ
クテリアは芳香族酸を効率的に取り込むために能動輸送体を利用しており、現在までに芳香族酸の
輸送に関与する様々なタイプの transporterが同定されている。 
グラム陽性菌やグラム陰性菌の細胞膜 (グラム陰性菌の内膜)における芳香族酸の取り込みには、
transporter と呼ばれる-helix 型の膜貫通領域を持つ能動輸送体が働いており、これらの transporter
として、ATP の化学エネルギーを利用する一次性能動輸送体の ATP-binding cassette (ABC) transporter
や一次性能動輸送によって生じたイオン濃度勾配等を利用する二次性能動輸送体の major facilitator 
superfamily (MFS)、solute/sodium symporter (SSS)、benzoate/H+ symporter (BenE)、divalent anion/Na+ 
symporter (DASS)、 tripartite ATP-independent periplasmic transporter (TRAP-T)、および tripartite 
tricarboxylate transporter (TTT)の計 7種類が報告されている (27-32) (Fig. 5)。リグニン由来芳香族化
合物の輸送に関与するもしくは関与が推定されている transporter は MFS で 9 個、TRAP-T で 1 個、
DASSで 1個、ABC の substrate binding protein (SBP)が 12個報告されている (Table 1)。リグニン由
来芳香族化合物を含めた芳香族酸の輸送に関わる transporterを Supplemental Table 1に示す。 
一方、グラム陰性菌の外膜におけるリグニン由来芳香族化合物の輸送は、Pseudomonas aeruginosa
で VA の取り込みに基質特異的チャネルの OpdKが関与することが報告されており (33)、一般にチ
ャネルやポーリンによる受動輸送によって細胞内に取り込まれると考えられている。 
これまでに報告されてきた transporter の多くは、カリフォルニア大学サンディエゴ校の Milton 
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Saier教授のグループが運営している Transporter Classification Database (TCDB; http://tcdb.org)で class. 
subclass. family. subfamily の順で分類し、番号付けして整理されている。以下に、リグニン由来芳香
族化合物を含めた芳香族酸の輸送に関与するバクテリアの transporter を TCDB の分類に従い、各
familyおよび subfamilyに分けて概説する。 
 
 
Fig. 5. 芳香族酸の取り込みに関与する transporter. 
Abbreviations: MFS, major facilitator superfamily; SSS, solute/sodium symporter; BenE, benzoate/H+ 
symporter; DASS, divalent anion/Na+ symporter; TRAP-T, tripartite ATP-independent periplasmic 
transporter; TTT, tripartite tricarboxylate transporter; ABC, ATP-binding cassette; SBP, substrate binding 
protein; TMD, transmembrane domain; NBD, nucleotide binding domain; TCDB, Transporter Classification 
Database. 
 
8.1. Major facilitator superfamily (MFS) transporter 
 MFS transporter (2.A.1.)は二次性能動輸送体の中で最も研究が進んでおり、原核生物や真核生物を
問わず全ての生物種で報告されている (28, 34)。MFS transporterには数多くの subfamilyが存在して
おり、Saier らの最新の論文では 83 個が登録されている (35)。各 subfamily によって輸送される基
質は異なっており、糖類やヌクレオシドの取り込み、薬剤の排出など、多種多様な基質の取り込み
や排出に関わっている。多くの MFS transporterは 400–600 アミノ酸残基からなる 11から 14個の膜
貫通領域を持つものが多く (34)、単一の基質を輸送する uniporter、基質とプロトンを同一方向に輸
送する symporter、基質とプロトンまたは基質と基質を対向輸送する antiporter が存在する (36)。
symporterにおいては、稀にプロトンではなくナトリウムイオンを用いる例も報告されている。MFS 
transporter には GXXXD(R/K)XGR(R/K)というモチーフが存在しており、基質の輸送における細胞
質側のゲートと考えられている (37)。このモチーフは MFS transporter の 2 個目と 3 個目の膜貫通
領域を繋ぐ細胞質側の親水性ループに位置しており、ラクトースの取り込みを行う LacY やテトラ
サイクリンの排出を担う TetA および 4-hydroxybenzoate の取り込みを行う PcaK などの各種 MFS 
transporterで保存されている (37-39)。また、8個目と 9個目の膜貫通領域を繋ぐ細胞質ループにお
いても GXXXD(R/K)XGR(R/K)モチーフは相同性が低いながらも保存されている。  
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Table 1. リグニン由来芳香族化合物の transporter および推定 transporter 
Family or 
subfamily 
Proteina Strain Accession no. Component 
Substrate or 
putative substrate 
Reference 
2.A.1. Major facilitator superfamily (MFS) transporter     
 2.A.1.15. Aromatic acid/H+ symporter (AAHS) family     
  VanK Acinetobacter sp. ADP1 CAG67874.1 - PCA, 4-Hydroxybenzoate (40) 
  PcaK* Acinetobacter sp. ADP1 CAG68551.1 - VA, PCA, 4-Hydroxybenzoate (40, 41) 
  PmdK Comamonas sp. E6 GAO68738.1 - PCA, 4-Hydroxybenzoate (42) 
  
VanK Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 
(RES167) 
NP_601586.1 - VA (43) 
  
PcaK Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 
(RES167) 
NP_600304.1 - PCA, 4-Hydroxybenzoate (43) 
  GalT Pseudomonas putida KTGAL CBJ94499.1 - Gallate (44) 
  PcaK* Pseudomonas putida PRS2000 AAA85137.1 - PCA, 4-Hydroxybenzoate (45, 46) 
        
 2.A.1.6. Metabolite/H
+ symporter (MHS) family     
  CouT Rhodococcus jostii RHA1 ABG96912.1 - p-Coumarate, Ferulate (47) 
  
PhdT Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 BAB97676.1 - 3-(4-Hydroxyphenyl)-3-propionate 
 p-Coumarate, Caffeate, Ferulate, 
(48) 
        
2.A.47. Divalent anion/Na+ symporter (DASS) family     
  GacP Lactobacillus plantarum WCFS1 CCC80015.1 - Gallate (49) 
        
2.A.56. Tripartite ATP-independent periplasmic transporter (TRAP-T) family     
  TarP Rhodopseudomonas palustris CGA009 CAE27223.1 SBP p-Coumarate, Caffeate, Ferulate, 
 Cinnamate 
(50) 
  
TarQ CAE27224.1 Small 
component 
  
TarM CAE27225.1 Large 
component 
        
3.A.1. ATP-binding cassette (ABC) transporter     
 3.A.1.4. Hydrophobic amino acid uptake transporter (HAAT) family     
  PcaM Sinorhizobium meliloti RmP110 (1021) CAC49880.1 SBP 3-Hydroxybenzoate, 
4-Hydroxybenzoate, PCA, VA, 
Gallate, p-Coumarate, Caffeate, 
Sinapate 
(51, 52) 
  PcaN CAC49879.1 TMD 
  PcaV CAC49878.1 TMD 
  PcaW CAC49877.1 NBD 
  PcaX CAC49876.1 NBD 
  
RPA0668 Rhodopseudomonas palustris CGA009 CAE26112.1 SBP 3-Hydroxybenzoate, 
4-Hydroxybenzoate, PCA, 
Benzoate 
(52) 
  
RPA0985 Rhodopseudomonas palustris CGA009 CAE26428.1 SBP 3-Hydroxybenzoate, 
4- Hydroxybenzoate, PCA, VA, 
Benzoate, Gallate, Syringate, 
p-Coumarate, Ferulate 
(52) 
  
RPB_2270 Rhodopseudomonas palustris HaA2 ABD06975.1 SBP 3-Hydroxybenzoate, 
4- Hydroxybenzoate, PCA, VA, 
Benzoate, Gallate, p-Coumarate, 
Ferulate 
(52) 
a 放射性標識された基質やプロテオリポソームを用いた再構成実験で基質の細胞内への取り込みを明確に解明した
transporter にアスタリスクを示す. 
Abbreviations: SBP, substrate binding protein; TMD, transmembrane domain; NBD, nucleotide binding domain; PCA, 
protocatechuate; VA, vanillate. 
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Table 1. リグニン由来芳香族化合物の transporter および推定 transporter-continued 
Superfamily 
or family 
Proteina Strain Accession no. Component 
Substrate or 
putative substrate 
Reference 
3.A.1. ATP-binding cassette (ABC) transporter     
 3.A.1.4. Hydrophobic amino acid uptake transporter (HAAT) family     
  
RPA4029 Rhodopseudomonas palustris CGA009 CAE29470.1 SBP 3-Hydroxybenzoate, 
4-Hydroxybenzoate, PCA, VA, 
Gallate 
(52) 
  
RPB_1579 Rhodopseudomonas palustris HaA2 ABD06289.1 SBP 3-Hydroxybenzoate, 
4-Hydroxybenzoate, PCA, VA, 
Gallate, Caffeate 
(52) 
  
RPD_1586 Rhodopseudomonas palustris BisB5 ABE38823.1 SBP 3-Hydroxybenzoate, 
4 Hydroxybenzoate, PCA, VA, 
Gallate 
(52) 
  
Bll5953 Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110 BAC51218.1 SBP 3-Hydroxybenzoate, 
4-Hydroxybenzoate, PCA, VA, 
Gallate 
(52) 
  
RPB_3575 Rhodopseudomonas palustris HaA2 ABD08270.1 SBP Hydrocinnamate, Dihydroferulate, 
m-Coumarate, p-Coumarate, 
Caffeate, Ferulate, Cinnamate 
(53) 
  
RPD_1889 Rhodopseudomonas palustris BisB5 ABE39124.1 SBP Hydrocinnamate, Dihydroferulate, 
m-Coumarate, p-Coumarate, 
Caffeate, Ferulate, Cinnamate 
(53) 
  
BLR7848 Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110 BAC53113.1 SBP Hydrocinnamate, Dihydroferulate, 
m-Coumarate, p-Coumarate, 
Caffeate, Ferulate, Cinnamate 
(53) 
  CouP Rhodopseudomonas palustris CGA009 CAE27230.1 SBP Hydrocinnamate, Dihydroferulate, 
m-Coumarate, p-Coumarate, 
Caffeate, Ferulate, Cinnamate 
(50, 53) 
  CouS CAE27232.1 NBD 
  CouT CAE27233.1 TMD, NBD 
  CouU CAE27234.1 TMD 
a 放射性標識された基質やプロテオリポソームを用いた再構成実験で基質の細胞内への取り込みを明確に解明した
transporter にアスタリスクを示す. 
Abbreviations: SBP, substrate binding protein; TMD, transmembrane domain; NBD, nucleotide binding domain; PCA, 
protocatechuate; VA, vanillate. 
 
MFS transporter において芳香族酸の輸送に関与するもしくは関与が予測されている subfamilyは、
aromatic acid/H+ symporter (AAHS) family (2.A.1.15)、metabolite/H+ symporter (MHS) family (2.A.1.6)、
および anion/cation symporter (ACS) family (2.A.1.14)の 3つで報告されている。 
 
8.1.1. Aromatic acid/H+ symporter (AAHS) 
AAHS family (2.A.1.15)は、芳香族酸とプロトンを共輸送するMFS transporterの subfamilyであり、
芳香族酸の取り込みに関わる transporterの中で最も解析例が多い。プロトンの輸送は細胞膜間を挟
んだプロトン濃度勾配に由来するプロトン駆動力に依存している。そのため、阻害剤を用いてプロ
トン濃度勾配を解消すると基質の輸送能が消失する。リグニン由来芳香族化合物の取り込みに関し
ては、グラム陰性細菌の Pseudomonas putida PRS2000 株が持つ PcaKが、放射性標識された基質の
取り込み実験から 4-hydroxybezoate と PCA をプロトンの輸送と共役して取り込むことが示されて
いる (45, 46)。pcaK の破壊株において両基質での生育能が大幅に低下しており、PRS2000株におい
て PcaKは 4-hydroxybezoate と PCA の主要な取り込みを担う transporter であると報告されている。
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P. putida KTGAL 株では GalT が gallate での生育に必要であり、laccase 固定化電極を利用した実験
系により gallate と PCA の取り込みを担うことが間接的に示されている (44)。この KTGAL株は P. 
putida KT2440株を gallate存在下で継体培養して得られた変異株であり、GalT は KT2440 株内では
frame-shift変異により機能していないことが判明している。Comamonas sp. E6株では PmdKの遺伝
子破壊株で PCA での生育能が低下することが報告されているが、細胞内への取り込みに関する知
見は得られていない (42)。Acinetobacter sp. ADP1株の PcaKは、プロテオリポソームを用いた再構
成実験から VA、PCA、および 4-hydroxybenzoate の輸送能を持つことが報告されている (41)。しか
し、D'Argenio らにより、ADP1 株の VA demethylase をコードする vanAB 近傍に存在する MFS 
transporter遺伝子 vanKと pcaKの二重破壊株は、PCA での生育能を低下させるが VAでの生育能に
影響しないことが報告されている (40)。一方、グラム陽性細菌では、Corynebacterium glutamicum 
ATCC 13032 株の PcaK と VanK がそれぞれ PCA と VA の輸送に関与することが生育能と変換能の
実験から示されている (43)。しかし、過去に Merkens らによって、ATCC 13032 株の vanK の破壊
は VA の生育能に影響しないことが報告されており (54)、vanK と命名された transporter 遺伝子の
VA 取り込みへの関与は未だ明らかにされていない。以上のように、AAHS においてリグニン由来
芳香族化合物の取り込みに関与するあるいは関与が推定されている transporterは合計 7個存在して
いる。その中でも、細胞内への基質の取り込みが明確にされた transporterは P. putida PRS2000 株と
Acinetobacter sp. ADP1 株の 4-hydroxybenzoate/PCA transporter PcaKの 2つに限られている。 
リグニン由来化合物以外の芳香族酸で放射性標識化合物を用いて細胞内への取り込みが明らか
にされた transporterとしては、benzoate transporter BenK (55, 56)、2,4-dichlorophenoxyacetate transporter 
TfdK (57)、3-chlorobenzoate transporter BenP (58)、3-hydroxybenzoate transporter MhbT (59)、gentisate 
transporter GenK (60)、3-(3-hydroxyphenyl)propionate transporter MhpT (61)が報告されている。また、
遺伝子破壊株において生育能や基質変換能への影響が確認された transporter を含めると AAHS 
familyでは合計 20個の transporterが報告されている (Supplemental Table 1)。 
AAHS family に属する MFS transporter は全て 12 個の膜貫通領域を有している。また、MFS 
transporter に共通の GXXXD(R/K)XGR(R/K)モチーフに加えて、1 個目の膜貫通領域中には DGXD
モチーフが特異的に保存されている (60-62)。DGXD モチーフの酸性アミノ酸残基をアラニンに置
換すると基質取り込み能が顕著に低下しており、本モチーフは基質の輸送に重要な役割を持つこと
が示されている。しかし、本モチーフの機能は明らかにされていない。 
 
8.1.2. Metabolite/H+ symporter (MHS) 
MHS family (2.A.1.6)は、citrate や-ketoglutarate などの低分子の有機酸の輸送に関与する MFS 
transporterの subfamilyである (63, 64)。MHSではリグニン由来芳香族化合物の輸送への関与が予
想されている transporter が 2 個存在する。Rhodococcus jostii RHA1 株の couT は p-coumarate や
ferulate で培養した場合に benzoate 培養時のおよそ 1,1001,900 倍に発現量が増加することから、
本遺伝子がこれら化合物の輸送に関わると推測されている (47)。また、C. glutamicum ATCC 13032
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株の phdTは、本遺伝子破壊株の p-coumarate、caffeate、および ferulateでの比増殖速度が野生株の
60–90%に低下することから、hydroxycinnamate 誘導体の輸送に関与することが推定されている 
(48)。しかし、どちらの transporterも取り込み能は調査されておらず、MHS familyのリグニン由来
芳香族化合物の輸送への関与は明確ではない。リグニン由来化合物以外の芳香族酸では、
Burkholderia cepacia Pc701 株の MopB が phthalate および 4-methyl-o-phthalate の輸送に関与するこ
とが示唆されている (65)。 
 
8.1.3. Anion/cation symporter (ACS) 
ACS family (2.A.1.14)は、glucuronateや allantoateなどの有機酸の輸送に関わるMFS transporterの
subfamilyである (28)。リグニン由来芳香族化合物の輸送に関する報告例は存在しないが、2種類の
芳香族酸に対する transporterが示されている。Burkholderia multivorans ATCC 17616 株が持つ ophD
を Escherichia coli で発現させると phthalate の取り込み能を獲得することが報告されている (66)。
しかし、ophD 破壊株の phthalate 取り込み能は野生株とほぼ同等であり、phthalate の取り込みには
ABC transporter の OphFGH も関与することが示されている。また、E. coli W 株では、HpaX が 4-
hydroxyphenylacetate の輸送に関与することが放射性標識された基質を用いて示されている (67)。 
 
8.2. ATP-binding cassette (ABC) transporter 
ABC transporter (3.A.1.)は一次性能動輸送体の中で最も研究されている輸送システムである。原核
生物や真核生物を問わず多くの生物に存在しており (27)、ATP の加水分解エネルギーを利用して
基質を輸送する。ABC transporter にも数多くの subfamily が存在しており、糖などの炭化水素やビ
タミン、ミネラル、アミノ酸の取り込みや薬剤の排出など輸送する基質は多岐にわたる (68)。ABC 
transporterは、2つの nucleotide binding domain (NBD)、2つの transmembrane domain (TMD)、および
SBP から構成されている (Fig. 5) (69)。各ドメインと SBP は 1つのタンパク質上に存在するものも
あれば、ドメインごとに異なるタンパク質として存在する場合もある。TMD を持つ膜タンパク質
は permeaseと呼ばれ、細胞膜に局在している。また、NBDを持つタンパク質は ATP-binding protein
と呼ばれ、細胞質側で permease と結合した状態で ATP の加水分解を行っている。SBP は、グラム
陰性菌では主にペリプラズム空間に局在しており、グラム陽性菌と一部のグラム陰性菌では SBPを
細胞膜に貫通させて膜表面に局在させている (70)。基質の排出に関わる ABC transporterの場合は、
SBP を必要としない。ABC transporterにおいて芳香族酸の輸送に関与するあるいは関与が推定され
ている subfamilyは hydrophobic amino acid uptake transporter (HAAT) family (3.A.1.4)と taurine uptake 
transporter (TauT) family (3.A.1.17)の 2つが報告されている。 
 
8.2.1. Hydrophobic amino acid uptake transporter (HAAT) 
HAAT family (3.A.1.4)は、主にロイシン、イソロイシン、およびバリンといった疎水性アミノ酸の
取り込みで報告されている ABC transporterの subfamilyである (68, 71)。HAAT familyに属する ABC 
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transporter でリグニン由来芳香族化合物の輸送が実験的に明らかにされた論文は存在しないが、-
proteobacteriaに属する一部のバクテリアが持つ SBPの関与が推定されている。Sinorhizobium meliloti 
RmP110 株において PCA の取り込みに働く推定の transporter として PcaMNVWX が報告されてお
り、PcaMは SBP、PcaNVが permease、PcaWXが ATP-binding protein と同定されている (51)。RmP110
株の pcaMまたは pcaN 破壊株において PCA 生育能が大きく低下することが示されているが、本シ
ステムが PCA の細胞内への輸送に働くことを示す直接の証拠は得られていない。
Rhodopseudomonas palustris CGA009 株、HaA2株、BisB5 株や S. meliloti 1021株および Bradyrhizobium 
diazoefficiens USDA 110 株由来の 12 個の SBP (RPA0668, RPA0985, RPA1789 (CouP), RPA4029, 
RPB_1579, RPB_2270, RPB_3575, RPD_1586, RPD_1889, smb20568 (PcaM), Bll5953, BLR7848)につい
てリグニン由来芳香族化合物との結合性がサーマルシフトアッセイにより調べられており、これら
の SBP が PCA、gallate、VA、syringate、p-coumarate、caffeate、ferulate 等に結合することが報告さ
れている (52, 53)。そのうち、RPA0668、RPA0985、および RPB_2270は 4-hydroxybenzoate、RPD_1586
は 4-hydroxybenzoate、PCA と VA、RPB_3575 と CouP は p-coumarate や caffeate と結合した共結晶
の立体構造が解かれており、各 SBP の基質結合部位が示されている。また、R. palustris CGA009株
のCouPSTUのSBP成分であるCouPは、等温滴定型カロリメトリーによってp-coumarate、cinnamate、
caffeate や ferulate に対する Kd 値が算出されている (50)。しかし、CouSTU (CouS, NBD; CouT, 
NBD+TMD; CouU, TMD)の基質輸送に関する知見は得られていない。以上の様に HAAT familyに属
する ABC transporter については、-proteobacteria に属する一部のバクテリアが持つ SBP がリグニ
ン由来芳香族化合物に結合することは見出されているが、これらの輸送システムが実際に細胞内へ
の基質の取り込みに関与するかについては明らかにされていない。一方、その他の芳香族酸では、
homogentisateでのみ報告がなされている (72)。P. putida U 株は HmgDEFGH を有しており、HmgD
が SBP、HmgEFが permease、HmgGHが ATP-binding protein と同定されている。hmgG破壊株の生
育能の低下から本輸送システムが homogentisate の取り込みに関与すると推定されているが、他の
遺伝子の機能や取り込みに関する実験的証拠は得られていない。 
 
8.2.2. Taurine uptake transporter (TauT) 
TauT family (3.A.1.17)は、タウリンの取り込みで報告された ABC transporterを含む subfamilyであ
る (68)。TauT family ではリグニン由来芳香族化合物の輸送に関する報告はなされていないが、放
射性標識化合物を用いた実験により phthalate の取り込みに関与する B. multivorans ATCC 17616 株
の OphFGH が報告されている。これらの内、OphFは SBP、OphG が permease、OphHが ATP-binding 
protein と同定されている (73)。ophF の遺伝子破壊株では、phthalate の取り込み比活性が野生株の
67%にまで低下するが、ATCC 17616株は先に述べた ACS familyに属するMFS transporter OphD を
有しているため、ophDと ophFの両遺伝子の破壊によって phthalateの生育能を完全に失う。一方、
permeaseや ATP-binding protein の phthalate輸送への関与は明らかにされていない。R. jostii RHA1株
の PatDABC も phthalate の取り込みに関わる ABC transporter として報告されている (74)。patD は
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SBP、patA が ATP-binding protein、patBCが permeaseをそれぞれコードしている。patB の遺伝子破
壊株は phthalate の生育能と取り込み能を欠損すること、phthalate の輸送に ATP が必要であること
が示されている。 
 
8.3. Tripartite ATP-independent periplasmic transporter (TRAP-T) 
 TRAP-T (2.A.56.)は、バクテリアとアーキアでのみ見出されている二次性能動輸送体である (29)。
TRAP-T は大膜、小膜タンパク質とペリプラズム空間中に局在する SBP の 3 成分により構成され、
プロトンやナトリウムイオンの電気化学的濃度勾配に依存した輸送を行っている。TRAP-Tの報告
は少ないため、subfamilyは登録されていない。TRAP-T によるリグニン由来芳香族化合物の取り込
みとしては、R. palustris CGA009株の TarPQMが hydroxycinnamate誘導体の輸送に関与することが
推定されている (50)。蛍光滴定を用いた解析によりSBPを構成するTarPの p-coumarate、cinnamate、
caffeate、ferulate に対する Kd 値が求められているが、膜構成成分である TarQM の機能は明らかに
されていない。リグニン由来芳香族化合物以外の芳香族酸の輸送としては、Comamonas sp. DJ-12株
の FcbT1 (SBP)、FcbT2 (小膜成分)および FcbT3 (大膜成分)が 4-chlorobenzoate の取り込みに関与す
ることが放射性標識基質を用いた取り込み実験により報告されている (75)。阻害剤を用いた実験に
より、4-chlorobenzoateの取り込みにプロトン駆動力を必要とすることが示されている。 
 
8.4. Divalent anion/Na+ symporter (DASS) 
DASS family (2.A.47)は幅広い生物種に存在する transporter であり、イオンの輸送に関与する
transporterで構成されている (31)。バクテリアおいて DASS family は、461612アミノ酸残基から
なる 11–14個の膜貫通領域を持つ transporterであり、ジカルボン酸や硫酸などのアニオンをナトリ
ウムイオンまたはプロトンと共輸送することが知られている。DASS family に属する transporter の
報告例は少ないため subfamilyは登録されていない。最近、Lactobacillus plantarum WCFS1 株が保有
する GacP の遺伝子破壊株で gallate の変換速度が大幅に減少することが示されており、GacP が
gallateの取り込みに関与することが推定されている (49)。 
 
8.5. Solute/sodium symporter (SSS) 
 SSS family (2.A.21)は基質とナトリウムイオンの共輸送体であり、基質には糖、アミノ酸および有
機カチオン等がある (32, 76)。ナトリウムイオンではなく稀にプロトンを利用する例も存在する。
SSS familyに属する transporterのアミノ酸残基は 400–700とかなり幅があるが、一般的には 13個の
膜貫通領域を持つ。SSS familyの transporterは数が多くないため subfamilyは登録されていない。リ
グニン由来芳香族化合物の取り込みを行う例は存在しないが、P. putida U 株の PaaL (PhaJ)が
phenylacetateの輸送に関与することが報告されている (77)。PaaLの遺伝子破壊株は phenylacetate で
の生育能を失い、放射性標識された phenylacetateの取り込み能が顕著に低下することが示されてい
る。 
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8.6. Benzoate/H+ symporter (BenE) 
BenE family (2.A.46)は過去に MFS transporterだと考えられていたが、アミノ酸配列の相同性に基
づく系統解析から現在は別の familyとして分類されている (78)。BenE familyの transporterは約 400
のアミノ酸残基から成り、膜貫通領域を 12 個有することが推定されている。報告例が極端に少な
いため subfamilyは登録されておらず、benzoate以外の輸送例も存在しない。BenE familyに属する
遺伝子は C. glutamicum ATCC 13032 株で初めて解析された (43)。ATCC 13032 株において、BenE 
familyの BenE と AAHS familyの BenKをそれぞれコードする遺伝子の二重破壊株は benzoate での
生育能と変換能を失うことが報告されている。また、P. putida KT2440株では BenE1 と BenE2が存
在しており、各遺伝子の発現は酵母に benzoate取り込み能を付与することが報告されている (79)。 
 
8.7. Tripartite tricarboxylate transporter (TTT) 
 TTT (2.A.80.)は TRAP-T と同様に大膜、小膜タンパク質と SBP の 3種類のタンパク質によって構
成される二次性能動輸送体であり、citrateの取り込みに関与することが知られている (30)。TTTは
プロトンやナトリウムイオンの濃度勾配に依存した基質取り込みを行うが、TRAP transporter との
アミノ酸配列相同性が低いことから異なる transporterとして分類されている (29)。TTTは報告され
た遺伝子の数が少ないため subfamily は登録されておらず、リグニン由来芳香族化合物の輸送に関
与する例も存在しない。TTTによる芳香族酸の輸送は、Comamonas sp. E6株の TpiAB と TphCによ
る terephthalate の取り込みでのみ明らかにされている (80)。本輸送システムは TTT と相同性のあ
る transporter として TTT-like system という名称で報告されており、大膜成分 (TpiA)と小膜成分 
(TpiB)および terephthalate の SBP (TphC)で構成される。放射性標識された terephthalate を用いた取
り込み実験が行われており、基質の取り込みにプロトン駆動力を必要とすることが報告されている。 
 
9. Transporterを利用した有用物質生産系 
 近年では transporterを有用物質生産系に応用した例がいくつか報告されている。例えば Zhang ら
は、大腸菌を用いた xyloseからのポリマー原料である cis,cis-muconic acid の生産系において、細胞
外に排出されてしまう中間代謝物の 3-dehydroshikimic acid を取り込むために、E. coli K-12株由来の
shikimate transporter 遺伝子 shiA を利用している (81)。また、Chen らは C. glutamicum で xylose と
glucose を含む培地から 3-hydroxypropionic acid を生産させるために xylose transporter 遺伝子 araE
と D-glucose transporter 遺伝子 iolT1を導入している (82)。最近では、リグニン由来芳香族化合物か
らの有用物質生産への transporterの利用も検討されている。C. glutamicum および K. pneumoniaeの
推定 4-hydroxybenzoate transporter 遺伝子 pcaK を導入した Rhodobacter 属細菌による 4-
hydroxybenzoate と glucoseからの coenzyme Q10生産系が構築され、pcaKの導入により coenzyme Q10
の生産量が 1.18–1.21倍に増加することが示されている (83)。また、Wu らは、R. palustris CGA009
株が持つ hydroxycinnamate 誘導体の取り込みに関与すると推定されている ABC transporter の SBP
をコードする couP を vanillin から catechol を生産する酵素遺伝子を持たせた E. coli に導入するこ
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とで、catecholの生産量が 1.3–1.4倍に改善したことを報告している (84)。このように、バクテリア
による物質生産系を構築する上で、基質取り込み遺伝子の導入や発現強化により有用物質の生産効
率を向上させた例が存在する。 
 
10. 本研究の目的 
バクテリアにおける芳香族酸の取り込みは 7種類の familyの transporterで報告されており、リグ
ニン由来芳香族化合物に限ると MFS、ABC、TRAP-T、DASS の 4つに絞られる (Table 1)。その中
でも、細胞内に基質が取り込まれることが明らかにされた例は、Acinetobacter sp. ADP1 株と P. putida 
PRS2000 株の 4-hydroxybenzoate/PCA transporter PcaK の 2 つしかない (41, 46)。これらはどちらも
MFS transporterの AAHS familyに属している。 
現在までに、Sphingobium sp. SYK-6株の様々なリグニン由来芳香族化合物の代謝に関与する酵素
遺伝子が明らかにされてきた一方で、本株を含めてバクテリアにおけるリグニン由来芳香族化合物
の細胞内への取り込みに関する知見はほとんど得られていない。本研究では、バクテリアによるリ
グニン由来芳香族化合物の取り込みシステムを明らかにすることを目的として、SYK-6 株における
これら化合物の取り込みを担う transporter 遺伝子の同定を行った。また、同定された transporter 遺
伝子の生化学的諸性質を明らかにするとともに、transporter 遺伝子の高発現がリグニン由来芳香族
化合物からの有用物質生産能の向上に有用であるか検証を行った。 
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第 1 章 Sphingobium sp. SYK-6 株におけるリグニン由来芳香族化合物の
取り込みに関与する transporter遺伝子の同定 
 
緒言 
 
植物細胞壁の主要成分の一つであるリグニンは地球上で最も豊富に存在する芳香族化合物であ
り、その豊富な存在量からリグニンを原料に工業的に有用なマテリアルや基幹化合物を生産するこ
とが期待されている。近年、リグニンを化学的に処理して得られる低分子芳香族化合物を、バクテ
リアが持つ多種多様な代謝系を用いて利用価値の高い有用中間代謝物に集約して変換する戦略が
注目されている (14)。 
Sphingobium sp. SYK-6株は、様々なリグニン由来の低分子芳香族化合物を唯一の炭素源、エネル
ギー源として生育できるグラム陰性好気性菌であり、現在までにリグニン由来二量体および単量体
化合物の代謝経路と代謝系酵素遺伝子が単離・解析されてきた (16, 17)。SYK-6株において、これ
らのリグニン由来化合物は vanillate (VA)および syringateへと集約して代謝され (Fig. 4)、中間代謝
物として高機能性有機材料の原料化合物となる 2-pyrone-4,6-dicarboxylate (PDC)を生成する。PDCを
原料としてポリエステル、ポリアミド、ポリウレタン等の機能性有機材料を合成できることから 
(18-20)、リグニン利用法の一つとして高効率なPDC生産系の構築が期待されている。これまでSYK-
6株の多様なリグニン由来芳香族化合物の代謝遺伝子が明らかにされ、既にリグニン由来芳香族化
合物からの PDC 生産が可能となっている。今後、PDC を含む有用物質の高効率生産系を開発する
には、リグニン由来芳香族化合物の代謝系に加えて、これら化合物の細胞内への取り込みを強化す
ることが望まれる。 
多くの芳香族酸は pKaが 4 付近であり酸性 pH において細胞膜を受動拡散するが、生理的 pH で
はカルボキシ基がイオン化するため細胞膜を受動的にはほとんど通過できない (24-26)。そのため
バクテリアは芳香族酸を効率的に取り込むために transporterを利用している。バクテリアにおける
芳香族酸の取り込みは、major facilitator superfamily (MFS)、ATP-binding cassette (ABC) transporter、
tripartite ATP-independent periplasmic transporter (TRAP-T)、divalent anion/Na+ symporter (DASS)、
solute/sodium symporter (SSS)、benzoate/H+ symporter (BenE)、および tripartite tricarboxylate transporter 
(TTT)の計 7種が報告されており、リグニン由来芳香族化合物に限るとMFS、ABC、TRAP-T、およ
び DASSの 4つに絞られる (Table 1)。その中でも、細胞内に基質が取り込まれることが明確に示さ
れた transporterは、MFS transporterの Acinetobacter sp. ADP1 株と Pseudomonas putida PRS2000 株の
4-hydroxybenzoate/protocatechuate (PCA) transporter PcaKの 2つしか存在しない (41, 46)。 
本章では、Sphingobium sp. SYK-6 株を含むバクテリアで知見の乏しいリグニン由来芳香族化合物
の取り込みシステムを解明するための第一歩として、リグニン由来の芳香族酸の取り込みに関わる
transporter遺伝子の同定を行った。  
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結果 
 
1. SYK-6株が有する推定 transporter遺伝子 
 SYK-6株のゲノムデータベースから芳香族酸の輸送が報告されている transporter遺伝子を検索し
た。その結果、SYK-6 株のゲノム中には二次性能動輸送体であるMFS、SSS、および DASS に属す
る推定 transporter遺伝子がそれぞれ 67個、1個、1個存在した (Table 1-1)。一方、TRAP-T と TTT
をコードする遺伝子は substrate binding protein (SBP)、大膜および小膜成分の何れにおいても存在し
なかった。一次性能動輸送体の ABC transporterは、推定 SBP 遺伝子が 14個、transmembrane domain 
(TMD)を持つ推定 permease遺伝子が 24個、nucleotide binding domain (NBD)を持つ推定 ATP-binding 
protein遺伝子が 23個、SBP + TMDを持つ推定遺伝子が 1個、TMD + NBD を持つ推定遺伝子が 6
個見出された。SYK-6株のゲノム中で推定された transporter遺伝子を Supplemental Table 2にまとめ
た。 
 
Table 1-1. SYK-6株に存在する推定の transporter遺伝子 
TCDB no. Family of transporter Number 
2.A.1 MFS 67 
2.A.21 SSS 1 
2.A.46 BenE 0 
2.A.47 DASS 1 
2.A.56 TRAP-T 
   SBP 
   Small component 
   Large component 
 
0 
0 
0 
2.A.80 TTT 
   SBP 
   Small component 
   Large component 
 
0 
0 
0 
3.A.1 ABC 
   SBP 
   TMD 
NBD 
SBP + TMD 
TMD + NBD 
 
14 
24 
23 
1 
6 
 
MFS, major facilitator superfamily; SSS, solute/sodium 
symporter; BenE, benzoate/H+ symporter; DASS, divalent 
anion/Na+ symporter; TRAP, tripartite ATP-independent 
periplasmic; TTT, tripartite tricarboxylate transporter; ABC, 
ATP-binding cassette; SBP, substrate binding protein; TMD, 
transmembrane domain; NBD, nucleotide binding domain. 
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2. SYK-6株の PCAと VA取り込み能 
 SYK-6株のリグニン由来芳香族化合物を細胞内に取り込む能力を調べるために、放射性標識化合
物が入手可能な PCA と VA について各基質の取り込み能を測定した。非誘導条件として LB を用
い、誘導条件として 10 mM の PCA または VA を含む LB を用いて培養した SYK-6 株の休止細胞 
(OD600 = 2.0)を 20 Mの[14C]PCAまたは[14C]VA と混合した。それぞれの混合液を経時的にサンプ
リングし、フィルター濾過により得られた菌体の細胞内に取り込まれた[14C]基質由来の線量を液
体シンチレーションカウンターにより測定することで各基質の取り込み能を評価した。その結果、
LB 培養菌体による PCAの 1–10分間における取り込み比活性は 0.162 ± 0.019 nmol·min-1·mg-1であ
ったのに対し、PCAでの培養時には約 64% (0.103 ± 0.001 nmol·min-1·mg-1)まで低下した (Fig. 1-1A)。
一方、VA取り込み比活性は LB 培養時において 0.108 ± 0.019 nmol·min-1·mg-1であったのに対して、
VA存在下で培養した場合は 0.432 ± 0.117 nmol·min-1·mg-1であり、VA 培養時において VAの取り込
み能が約 4倍に上昇した (Fig. 1-1B)。これらの結果から、SYK-6株の PCA transporter遺伝子の発現
は PCA 代謝時にやや抑制されるが、VA transporter 遺伝子の発現は VA 代謝時に誘導されることが
示唆された。以降の SYK-6株の休止細胞を用いた取り込み能の評価は、[14C]PCA に対しては LB 培
養菌体を、[14C]VAに対しては VAを含む LB で培養した菌体を使用した。 
 
 
Fig. 1-1. SYK-6株における PCA と VAの取り込み能. 
LB (open symbols), 5 mM PCA または 5 mM VAを含む LB (closed symbols)で培養した SYK-6株の休
止細胞 (OD600 = 2.0)を 20M の[14C]PCA (○)または[14C]VA (□)と混合した時の基質取り込み能を
経時的に測定した . 取り込み能は , 菌体タンパク質 1 mg 当たりに取り込まれた[14C]PCA 量 
(nmol/mg protein)で表した. 
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3. PCAと VAの取り込みに必要なエネルギー源 
 SYK-6 株の PCA および VA の取り込みに必要なエネルギー源を明らかにするために、各種阻害
剤の添加による[14C]PCAと[14C]VA の取り込み能への影響を調べた。阻害剤には、酸化的リン酸化
の脱共役剤として細胞膜を介したプロトン濃度勾配の形成を阻害する carbonyl cyanide m-
chlorophenyl hydrazone (CCCP, 100M)と、ATP synthaseに結合することで ATP合成を阻害する N,N-
dicyclohexylcarbodiimide (DCCD, 100M)を用いた。また、阻害剤非添加条件には阻害剤の溶媒であ
るエタノールを終濃度 5% [v/v]となるように添加した。各阻害剤存在下での SYK-6 株の[14C]PCA
と[14C]VA の取り込み能を測定した結果、CCCP を用いた場合でのみ両基質の取り込み能がほぼ消
失し、DCCD による阻害は見られなかった (Fig. 1-2)。以上のことから、SYK-6 株は細胞膜間のプ
ロトン濃度勾配によって生じるプロトン駆動力を利用して PCA および VA を取り込むことが示さ
れた。 
 
 
Fig. 1-2. 阻害剤の[14C]PCA と[14C]VA取り込み能への影響. 
LB, または 10 mM VA を含む LB で培養した SYK-6 株の休止細胞 (OD600 = 2.0)を 5% エタノール 
(open symbols), 100M CCCP (red symbols), または 100M DCCD (blue symbols)存在下で 5分間保温
した後に 20Mの[14C]PCA (○)または[14C]VA (□)と混合して経時的にサンプリングし, 基質取り込
み能を測定した. 
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4. リグニン由来芳香族化合物の取り込みに必要なエネルギー源 
 SYK-6 株の syringate、ferulate、および 5,5-dehydrodivanillate (DDVA)の取り込みに必要なエネル
ギー源を明らかにするために、阻害剤の添加による各基質の取り込み能への影響を調べた。syringate、
ferulate、DDVA は放射性標識化合物が市販されていないため、本実験の基質取り込み能は、5 mM
の各基質 (PCA、VA、syringate、ferulate、DDVA)を含むWx-SEMP 培地で培養した SYK-6株の休止
細胞 (OD600 = 2.0)と各阻害剤を混合して、100 Mの各基質を添加した際の溶液中の基質減少量を
HPLC で測定することで間接的に評価した。阻害剤には CCCP (100M)と DCCD (100M)を用い、
阻害剤非添加条件には阻害剤の溶媒であるエタノールを終濃度 5% [v/v]となるように添加した。そ
の結果、CCCP 添加時において PCAと DDVA の減少は完全に抑制されており (Fig. 1-3A, E)、VA、
syringate、および ferulate の減少は強く阻害されていた (60 分後の阻害剤非添加条件に対する基質
減少の阻害率: 53%, 57%, 66%) (Fig. 1-3B-D)。一方、DCCD存在下では、PCA、VAおよび syringate
の減少の抑制は無いまたは僅かであるのに対し (60分後の阻害率: -11%, 13%, 13%)、ferulateおよび
DDVA の減少は強く阻害されていた (60 分後の ferulate 減少の阻害率: 47%; 24 時間後の DDVA 減
少の阻害率: 91%)。以上の結果から、SYK-6株において PCA、VA、syringate、ferulate、および DDVA
の取り込みは主にプロトン駆動力を利用する transporterによって行われることが示唆された。また、
SYK-6株が推定 MFS transporter遺伝子を 67個と数多く有していることから (Table 1-1)、リグニン
由来芳香族化合物の取り込みにプロトン駆動力を利用する MFS transporter が主要な役割を担うこ
とが推測された。一方、ferulate と DDVAの取り込みにはプロトン駆動力以外にも ATP 加水分解の
エネルギーを利用している可能性があり、両基質の取り込みには ABC transporterも関与していると
予想された。 
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Fig. 1-3. 阻害剤のリグニン由来芳香族化合物取り込みへの影響. 
5 mM のリグニン由来芳香族化合物を含む Wx-SEMP 培地で培養した SYK-6 株の休止細胞 (OD600 
= 2.0)を 5% エタノール (open symbols), 100M CCCP (red symbols), または 100M DCCD (blue 
symbols)の存在下で 5 分間保温した後に 100M の基質と混合して経時的にサンプリングし, HPLC
を用いて基質の減少量を測定した. (A, ○) PCA培養菌体による PCA の変換. (B, □) VA 培養菌体に
よる VA の変換. (C, △) syringate 培養菌体による syringate の変換. (D, ▽) ferulate 培養菌体による
ferulateの変換. (E, ◇) DDVA培養菌体による DDVA の変換.  
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5. 推定 MFS transporter遺伝子の破壊株の作製 
 SYK-6 株が有する推定 MFS transporter 遺伝子のリグニン由来芳香族化合物の取り込みへの関与
を明らかにするために、相同組換えにより 67 個の各遺伝子について破壊株を作製した。遺伝子破
壊の確認は、相同組換えに用いた DNA 領域の約 200 bp上流に設計した Fプライマーと遺伝子破壊
用プラスミドの作製に使用した BotR プライマーを用いたコロニーPCR によって行った (Fig. 1-4)。
得られた遺伝子破壊株候補のコロニーPCR の結果、SYK-6 株が有する 67個の推定 MFS transporter
遺伝子の全ての破壊株が取得されたことが示された (Supplemental Figure 1)。 
 
 
Fig. 1-4. 相同組換えによる推定 MFS transporter遺伝子の破壊と確認. 
(A)相同組み換えによる遺伝子破壊と破壊確認の模式図. (B) 遺伝子破壊株のコロニーPCR 解析. 
Lanes: 1, マーカー; 2, SYK-6株のコロニーPCR産物; 3, SLG_01020破壊株のコロニーPCR産物. PCR
に用いたプライマーは Supplemental Table 5に示す. 太い黒線は相同組み換えに用いた DNA 領域を
示す. 
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6. 67個の推定MFS transporter遺伝子破壊株のリグニン由来芳香族化合物での生育能 
 SYK-6株と 67個のMFS transporter遺伝子破壊株について、DDVA、PCA、syringate、VA、および
ferulateを単一炭素源とした寒天培地における生育能を評価した。LB で培養した菌体を OD600が 3.0
になるようにWx 培地に懸濁し、5 mMの各基質を含むWx寒天培地に菌体懸濁液を 5 lずつ等間
隔に滴下した (Fig. 1-5)。培養は 30C の静置で行い、5日間、24時間経過ごとに写真撮影を行った。
その結果、培養 4日目において、DDVA 寒天培地ではSLG_07710 株のみ生育能の欠損が見られた 
(Fig. 1-6A)。また、PCA 寒天培地でSLG_06310 株およびSLG_12880株において生育の遅延が観察
された (Fig. 1-6B)。syringate 寒天培地においては、SLG_09950 株およびSLG_13540 株が生育能
を欠損しており、SLG_18700株で生育能の顕著な低下が観察された (Fig. 1-6C)。一方、VAおよび
ferulate寒天培地では全ての破壊株の生育に明確な差異は認められなかった (Fig. 1-6D, E)。 
 
 
Fig. 1-5. 67 個の推定MFS transporter遺伝子破壊株の寒天培地上における生育. 
LB で培養した菌体を OD600が 3.0になるようにWx培地に懸濁し, 5 mMの各基質を含む Wx寒天
培地に菌体懸濁液を 5 lずつ等間隔に滴下した. 培養は 30C の静置で行い, 5日間, 24時間経過ご
とに写真撮影を行った. 各遺伝子破壊株の滴下位置を示す. 
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Fig. 1-6. 遺伝子破壊株のリグニン由来芳香族化合物寒天培地における生育能 (培養 4日目). 
(A) DDVA寒天培地. (B) PCA 寒天培地. (C) syringate 寒天培地. (D) VA 寒天培地. (E) ferulate 寒天培
地. PCA のみメチオニンを 20 mg/l 添加した. 生育能の遅延, または欠損が見られた遺伝子破壊株
を矢印で示す.  
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7. 選抜した遺伝子破壊株の生育能 
 DDVA寒天培地での生育能を欠損していたSLG_07710 株、PCA 寒天培地での生育に遅延が観察
されたSLG_06310 株およびSLG_12880 株、syringate 寒天培地での生育能に顕著な影響が見られ
たSLG_09950株、SLG_13540 株、およびSLG_18700株について、5 mMの DDVA、PCA、また
は syringate を単一炭素源として含む Wx 液体培地での生育能を野生株と比較した。その結果、
SLG_07710 株は DDVAでの生育能を完全に欠損しており (Fig. 1-7A)、SLG_12880株では PCA で
の生育が顕著に遅延した (Fig. 1-7B)。一方、SLG_06310株の PCAでの生育能、およびSLG_09950
株、SLG_13540 株、SLG_18700 株の syringate での生育能は野生株との間に明確な差異は観察さ
れなかった (Fig. 1-7C-F)。以上の結果から、SYK-6において SLG_07710 が DDVA での生育に必須
な、SLG_12880が PCA での正常な生育に必要な MFS transporterをコードすることが示唆され、そ
れぞれを ddvK および pcaK と命名した。 
 
 
 
Fig. 1-7. 各遺伝子破壊株のリグニン由来芳香族化合物における生育能. 
(A, ■) SLG_07710株の DDVA 生育能. (B, ▲) SLG_12880株の PCA生育能. (C, ▼) SLG_06310
株の PCA 生育能. (D, ►) SLG_09950 株の syringate生育能. (E, ◄) SLG_13540 株の syringate 生育
能. (F, ◆) SLG_18700株の syringate生育能. 各遺伝子破壊株について 5 mMの DDVA, PCA, また
は syringateを含むWx培地での生育能を SYK-6株 (〇)と比較した. PCA のみメチオニンを 20 mg/l 
添加した. 
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8. ddvK破壊株および pcaK破壊株のリグニン由来芳香族化合物での生育能 
 DDVA 生育能が欠損した ddvK 破壊株 (ddvK 株)と PCA 生育能が顕著に遅延した pcaK 破壊株
(pcaK 株)について、それぞれの生育能の欠損と遅延が基質特異的であるのかを調べるために、5 
mM のリグニン由来芳香族化合物を単一炭素源として含む Wx 液体培地での生育能を SYK-6 株と
比較した。ddvK 株は PCA、VA、syringate、および ferulate、pcaK株は DDVA、VA、syringate、お
よび ferulateでの生育能を評価した。その結果、ddvK株とpcaK株の各基質における生育能は SYK-
6株との間に明確な差異は観察されなかった (Fig. 1-8)。以上の結果から、ddvKと pcaK はそれぞれ
DDVA と PCAの代謝に特異的に関与することが示された。 
 
 
 
 
Fig. 1-8. ddvK 株 (■)とpcaK株 (▲)のリグニン由来芳香族化合物における生育能. 
ddvK 株の PCA (A), VA (B), syringate (C), ferulate (D)とpcaK株の DDVA (E), VA (F), syringate (G), 
ferulate (H)をそれぞれ単一炭素源として 5 mM 添加した際の生育能を SYK-6 株 (〇)と比較した. 
PCA のみメチオニンを 20 mg/l 添加した.  
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9. ddvKおよび pcaKの周辺遺伝子 
 SYK-6株のゲノム配列から ddvKと pcaKの周辺遺伝子を調べたところ、ddvKの直下流にはDDVA
代謝に関与する酵素遺伝子の 2,2,3-trihydroxy-3-methoxy-5,5-dicarboxybiphenyl (OH-DDVA) meta-
cleavage dioxygenase 遺伝子 ligZ、OH-DDVA meta-cleavage compound hydrolase 遺伝子 ligY、および
DDVA O-demethylase の oxygenase 成分遺伝子 ligXaが存在した (Fig. 1-9)。一方、pcaK は PCA 4,5-
開裂系遺伝子群の約 34 kb下流に位置し、pcaK の直上流には VAおよび syringate 代謝遺伝子の転写
制御因子をコードする desR、近傍には-hydroxypropiovanillone oxidase をコードする hpvZ が存在し
た (Fig. 1-10)。 
 
 
Fig. 1-9. ddvK 周辺領域と DDVA 代謝経路. 
(A) ddvK周辺領域の遺伝子マップ. (B) SYK-6株におけるDDVA代謝経路. Enzymes: LigXa, oxygenase 
component of DDVA O-demethylase; LigXc, ferredoxin of DDVA O-demethylase; LigXd, ferredoxin 
reductase of DDVA O-demethylase; LigZ, OH-DDVA meta-cleavage dioxygenase; LigY, OH-DDVA meta-
cleavage compound hydrolase. Abbreviations: DDVA, 5,5-dehydrodivanillate; OH-DDVA, 2,2,3-trihydroxy-
3-methoxy-5,5-dicarboxybiphenyl; 5CVA, 5-carboxyvanillate. 
 
 
Fig. 1-10. pcaK 周辺領域の遺伝子マップ. 
desR, gene of MarR-type transcriptional regulator; hpvZ, gene of -hydroxypropiovanillone oxidase. 
  
29 
 
10. ddvK相補株の DDVA生育能 
 ddvKは DDVA代謝遺伝子の ligZ直上流に位置することから (Fig. 1-9A)、DDVA での生育能の欠
損が ddvK の破壊による極性効果の可能性も考えられた。そこで、pJB866 の Pm promoter の制御下
に ddvK とその上流領域 388 bp を含む pJB07710 を作製し、ddvK 株に本プラスミドを導入した
ddvK 相補株の DDVA 生育能を評価した。その結果、ddvK 相補株は DDVA 生育能を回復したこと
から、ddvK 株の生育能の欠損は ddvK の欠失によることが明らかとなった (Fig. 1-11)。また、ベ
クターを導入した SYK-6 株が 5 mM DDVA 培養時に定常期に達するのに約 36時間かかったのに対
し、pJB07710 を導入した SYK-6 株および ddvK 相補株は 28 時間しか要さず約 8 時間短縮された。
以上のことから、ddvKはDDVAでの生育に必須なMFS transporter遺伝子であることが示唆された。 
 
 
Fig. 1-11. ddvK相補株の DDVA における生育能. 
LB で前培養した SYK-6(pJB866)株 (○), SYK-6(pJB07710)株 (●), ddvK(pJB866)株 (□), および
ddvK(pJB07710)株 (■)を 5 mM DDVA を含むWx 培地に植菌して OD660を経時的に測定した. 
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11. pcaK相補株の PCA生育能 
 PCA での生育能の遅延が pcaK の破壊に起因するのかを調べるために、pJB861 の Pm promoter の
制御下に pcaK とその上流領域 279 bpを含む pJB12880k を作製した。本プラスミドを導入した pcaK
相補株を作製し、PCA での生育能を測定した。その結果、pcaK相補株はベクターを導入した SYK-
6 株と同等の生育能を示したことから、pcaK は SYK-6 株において PCA での正常な生育に必要な
MFS transporter遺伝子であることが示唆された (Fig. 1-12)。 
 
 
Fig. 1-12. pcaK 相補株の PCA における生育能. 
LB で前培養した SYK-6(pJB861)株 (〇), SYK-6(pJB1288k)株 (●), pcaK(pJB861)株 (△)および
pcaK(pJB12880k)株 (▲)を 5 mM PCA と 20 mg/l メチオニンを含む Wx 培地に植菌して OD660を経
時的に測定した. 
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12. pcaK破壊株の PCAと VA取り込み能 
SYK-6 株において pcaK が PCA の取り込みに関与するのかを明らかにするために、[14C]PCA を
用いてpcaK株の PCA取り込み能を測定した。その結果、pcaK株の PCA取り込み比活性は 0.013 
± 0.004 nmol·min-1·mg-1であり、野生株の約 8%にまで減少した (0.175 ± 0.013 nmol·min-1·mg-1) (Fig. 
1-13A)。また、[14C]VAを用いて VA 取り込み能についても評価したところ、pcaK 株の VA 取り込
み比活性は野生株の約78% (pcaK株, 0.292 ± 0.011 nmol·min-1·mg-1; SYK-6株, 0.377 ± 0.025 nmol·min-
1·mg-1)に低下していた (Fig. 1-13B)。 
pcaK 株における PCA 取り込み能の低下が pcaK の破壊に起因するのかを調べるために、pcaK
相補株の PCA 取り込み能を評価した。その結果、pcaK 相補株では[14C]PCAの取り込み能が回復し
た (Fig. 1-14)。以上の結果から、pcaK は SYK-6 株において PCA の取り込みに主要な働きを担う
transporter遺伝子であることが明らかとなった。また、pcaKは VAの取り込みにも部分的に関与す
ることが示唆された。 
 
 
Fig. 1-13. pcaK株の PCAと VA の取り込み能. 
(A) LBで培養した SYK-6 株 (〇)およびpcaK株 (●)の 20 M [14C]PCA取り込み能を測定した. (B) 
10 mM VAを含む LB で培養した SYK-6株 (□)およびpcaK株 (■)の 20 M [14C]VA取り込み能を
測定した. 
 
 
Fig. 1-14. pcaK 相補株の PCA 取り込み能. 
LB で培養した SYK-6(pJB861)株  (〇), SYK-6(pJB1288k)株  (●), pcaK(pJB861)株  (△)および
pcaK(pJB12880k)株 (▲)の 20 M [14C]PCA取り込み能を測定した.  
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13. ddvK破壊株の DDVA変換能 
SYK-6 株において ddvK が DDVA の取り込みに関与するのかを調べるために、LB で培養した
ddvK 株の休止細胞 (OD600 = 5.0)と 100 M DDVAを混合し、溶液中の基質減少量から DDVAの取
り込み能を間接的に評価した。その結果、SYK-6 株が約 6時間で 100 M DDVA を完全に消費した
のに対し、ddvK株では DDVA の減少が見られなかった (Fig. 1-15)。 
DDVA 変換能の欠損が ddvK の破壊に起因するのかを調べるために、ddvK 相補株の DDVA 変換
能を評価した。その結果、ddvK 相補株は約 3時間で 100 M DDVA を完全に消費した。ベクターを
導入した SYK-6 株の休止細胞は 100 M DDVA を消費するのに約 5時間要したことから、ddvK 相
補株では野生株と比較して DDVA 減少速度が著しく上昇していた (Fig. 1-16)。以上により、ddvK
は SYK-6株において DDVA の取り込みを担う transporter遺伝子であることが強く示唆された。 
 
 
Fig. 1-15. ddvK 破壊株の DDVA 変換能. 
LB で培養した SYK-6株 (○)とddvK 株 (■) の休止細胞 (OD600 = 5.0)と 100 M DDVA を混合し, 
溶液中の基質減少量から DDVA の取り込み能を間接的に評価した. 
 
 
Fig. 1-16. ddvK 相補株の DDVA 変換能. 
LB で培養した SYK-6(pJB866)株 (〇), SYK-6(pJB07710)株 (●), ddvK(pJB866)株 (□), および
ddvK(pJB07710)株 (■)の休止細胞 (OD600 = 5.0)と 100 M DDVA を混合し, 溶液中の基質減少量
から DDVA の取り込み能を間接的に評価した. 
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考察 
 
Sphingobium sp. SYK-6株において推定されるリグニン由来芳香族化合物 transporter遺伝子 
SYK-6株のゲノム中にはMFS、SSS、および DASSをコードする推定 transporter遺伝子がそれぞ
れ 67個、1 個、1個存在した (Table 1-1)。また、ABC transporterの推定 SBP 遺伝子が 14個、TMD
を持つ推定 permease 遺伝子が 24 個、NBD を持つ推定 ATP-binding protein 遺伝子が 23 個、SBP + 
TMD を持つ推定遺伝子が 1 個、TMD + NBDを持つ推定遺伝子が 6個見出された。放射性標識され
た PCA と VA および阻害剤を用いた取り込み実験により、SYK-6 株による両基質の取り込みには
プロトン駆動力が必須であることが示された (Fig. 1-2)。一方、syringate、ferulate、および DDVA の
取り込みも主にプロトン駆動力を利用しているが、ferulateと DDVAは ATP 加水分解エネルギーを
一部利用することが示唆された (Fig. 1-3)。以上の結果から、SYK-6 株におけるリグニン由来芳香
族化合物の取り込みは、主にプロトン駆動力を利用して芳香族酸を輸送するMFS transporterによっ
て行われており、ferulateと DDVAの取り込みには ABC transporterも関与していると推察された。 
SYK-6株が 67個と数多く有する推定 MFS transporter遺伝子について、既存の芳香族酸の取り込
みに関与するまたは関与が推定されている MFS transporter 遺伝子とのアミノ酸配列相同性に基づ
く系統解析を行った。その結果、SYK-6株は既知の芳香族酸 MFS transporter遺伝子に系統的に近い
遺伝子を 22 個持つことが示された  (Fig. 1-17)。特に、リグニン由来芳香族化合物である 4-
hydroxybenzoate および PCA の輸送が報告されている MFS transporter の aromatic acid/H+ symporter 
(AAHS) familyに属する推定 transporter遺伝子を 16個と数多く有していた。他にも、p-coumarateや
ferulateの輸送が予想されている metabolite/H+ symporter (MHS) familyに系統的に近縁な遺伝子を 5
個、phthalateまたは 4-hydroxyphenylacetate の取り込みに関与する anion/cation symporter (ACS) family
に近縁な遺伝子を 1個有していた。 
 
MFS transporter遺伝子破壊株の解析 
 SYK-6株が有する 67個の推定 MFS transporter遺伝子について遺伝子破壊株を作製し、PCA での
正常な生育に必要な SLG_12880 (pcaK)と DDVA での生育に必須な SLG_07710 (ddvK)を同定した 
(Fig. 1-6, 1-7, 1-8, 1-11, 1-12)。 
pcaK 株の PCA 取り込み比活性は SYK-6 株の 8%まで減少しており (Fig. 1-13A)、pcaK を相補
することで取り込み能が回復した (Fig. 1-14A)。このことは、PcaKが SYK-6株における PCA の主
要な取り込みを担うことを示している。また、pcaK 株の VA取り込み比活性は野生株の 78%まで
低下しており (Fig. 1-13B)、SYK-6 株の PcaKは PCA 以外にも VA の取り込みにも一部関与してい
ることが示唆された。 
ddvK 株は DDVA 変換能を完全に欠損しており (Fig. 1-15)、遺伝子を相補することで機能が回復
したことから (Fig. 1-16)、SYK-6株において DdvKは DDVAの取り込みを担う必須の transporterで 
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Fig. 1-17. SYK-6株の推定MFS transporterと既知の芳香族酸 MFS transporterの系統樹. 
PcaK_SYK-6, SLG_12880; DdvK_SYK-6, SLG_07710を赤紫で示す. 系統解析に用いた既知の芳香族
酸のMFS transporterと SYK-6株が有する 67個の推定MFS transporterをそれぞれ Table 1-3および
Supplemental Table 2 に示す . Aromatic acid/H+ symporter family, metabolite/H+ symporter family, 
anion/cation symporter familyに属する推定 transporterをそれぞれ, 赤, 緑, 青で示す.  
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あることが強く示唆された。また、ddvK 導入株の DDVA 生育能と変換能はベクター導入株と比較
して顕著に上昇していた (Fig. 1-11, 1-16)。本結果は、マルチコピープラスミドによる ddvK の導入
によって発現量が増加し、DDVA 取り込み能が向上したものと推察される。このことは、ddvK の
発現強化が物質生産能の向上に有効である可能性を示している。本章で発見した pcaKおよび ddvK
については、それぞれ第 2章と第 3章で生化学的な解析を行い、さらに各遺伝子の過剰発現が物質
生産に与える影響について評価を行った。 
 
PcaKのアミノ酸配列相同性と推定膜貫通領域およびモチーフ 
SYK-6株の PCA transporterをコードする pcaKは系統解析により MFS transporterの AAHS family
に属することが示された (Fig. 1-17)。既知の AAHSと SYK-6株の PcaKについてアミノ酸配列の相
同性を比較した結果、VA transporter と推定されている C. glutamicum ATCC 13032 株の VanK と
Acinetobacter sp. ADP1 株で PCA と 4-hydroxybenzoate の取り込みに関わるとされる VanKにそれぞ
れ 32.1%のアミノ酸配列相同性を有していた (Table 1-2)。また、4-hydroxybenzoate/PCA transporterと
して報告されている ADP1 株と P. putida PRS2000 株の PcaK に対する相同性はそれぞれ 25.3%と
27.4%であった。系統樹においても SYK-6 株の PcaK は、ADP1 株および PRS2000 株の PcaK より
も ATCC 13032 株および ADP1 株の VanK の近傍に位置しており、本 transporter は VanK に系統的
に近縁であることが示された。 
 
Table 1-2. PcaK と AAHSのアミノ酸配列相同性 
Proteina Accession no. Substrate(s) Strain 
Sequence identity 
(%)b 
Reference 
VanK 
VanK 
HppK 
PmdK 
PcaK* 
MhpT* 
GalT* 
TfdK* 
BopK 
BenP* 
MhbT* 
CadK 
PcaK* 
BenK 
Orf1 
BenK* 
PcaK 
TsdT 
GenK* 
BenK* 
NP_601586.1 
CAG67874.1 
AAB81315.1 
GAO68738.1 
AAA85137.1 
APC50650.1 
CBJ94499.1 
AAZ65767.1 
AAK58907.1 
AAZ63295.1 
AAW63412.1 
BAB78523.1 
CAG68551.1 
AAN68773.1 
BAA23264.1 
CAG68298.1 
NP_600304.1 
ABG93673.1 
NP_602219.1 
NP_601609.1 
VA 
PCA, 4-Hydroxybenzoate 
3-(3-Hydroxyphenyl)propionate 
PCA 
PCA, 4-Hydroxybenzoate 
3-(3-Hydroxyphenyl)propionate 
Gallate, PCA 
2,4-Dichlorophenoxyacetate 
Benzoate 
3-Chlorobenzoate 
3-Hydroxybenzoate 
2,4-Dichlorophenoxyacetate 
PCA, 4-Hydroxybenzoate, VA 
Benzoate 
1-Hydroxy-2-naphthoate 
Benzoate 
PCA, 4-Hydroxybenzoate 
-Resorcylate 
Gentisate 
Benzoate 
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 (RES167) 
Acinetobacter sp. ADP1 
Rhodococcus globerulus PWD1 
Comamonas sp. E6 
Pseudomonas putida PRS2000 
Escherichia coli K-12 
Pseudomonas putida KTGAL 
Cupriavidus necator JMP134 (Ralstonia eutropha) 
Rhodococcus sp. 19070 
Cupriavidus necator JMP134 (Ralstonia eutropha) 
Klebsiella pneumoniae M5a1 
Bradyrhizobium sp. HW13 
Acinetobacter sp. ADP1 
Pseudomonas putida KT2440 
Nocardioides sp. KP7 
Acinetobacter sp. ADP1 
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 (RES167) 
Rhodococcus jostii RHA1 
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 (RES167) 
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 (RES167) 
149/464 (32.1%) 
151/470 (32.1%) 
149/474 (31.4%) 
144/488 (29.5%) 
131/478 (27.4%) 
127/466 (27.3%) 
133/492 (27.0%) 
130/484 (26.9%) 
135/508 (26.6%) 
125/481 (26.0%) 
123/474 (25.9%) 
129/501 (25.7%) 
124/490 (25.3%) 
119/470 (25.3%) 
125/507 (24.7%) 
123/498 (24.7%) 
114/486 (23.5%) 
127/560 (22.7%) 
115/508 (22.6%) 
112/499 (22.4%) 
(43) 
(40) 
(85) 
(42) 
(46) 
(61) 
(44) 
(57) 
(86) 
(58) 
(59) 
(87) 
(40, 41) 
(79) 
(88) 
(55) 
(43) 
(89) 
(43, 60) 
(43, 56)  
a アスタリスクは, 放射性標識化合物, プロテオリポソームでの再構成, またはバイオセンサーを用いて基質の取り
込みを実験的に検証したトランスポーターを示している. 
bアミノ酸配列相同性は EMBOSS Needle pairwise alignment program を用いて算出した. 
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AAHS familyに属する MFS transporter は 12 個の-helix からなる膜貫通領域を有しており、1 番
目の膜貫通領域中に基質の輸送に重要とされる DGXD モチーフが保存されている (62)。また、MFS 
transporter には 2–3 番目の膜貫通領域を繋ぐ細胞質側の親水性ループに基質輸送における細胞質側
のゲートと考えられている GXXXD[R/K]XGR[R/K]モチーフが存在する (37-39)。8–9番目の膜貫通
領域を繋ぐ細胞質ループでも類似したアミノ酸配列が保存されているが、2–3番目の細胞質ループ
よりも保存性は低い (37)。TMHMMを用いて PcaKの膜貫通領域を解析したところ、PcaKは 12回
の膜貫通領域を持つ典型的な AAHS family の MFS transporter であると推定された (Fig. 1-18)。ま
た、実験的に芳香族酸の取り込みが証明されている 10 個の AAHS family に属する transporter と
PcaK のアミノ酸配列のアライメントを行った。その結果、PcaK は DGXD モチーフと 2–3 番目の
膜貫通領域を繋ぐ細胞質ループに GXXXD[R/K]XGR[R/K]モチーフが完全に保存されており、8–9
番目の細胞質ループ中のモチーフも部分的に保存されていた (Fig. 1-19)。 
 
 
Fig. 1-18. TMHMM programによって推定された PcaKの膜貫通領域. 
膜貫通領域を赤, 細胞質ループを青、細胞外ループを赤紫で示す. 
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Fig. 1-19. PcaK と AAHS familyに属するMFS transporterのアミノ酸配列アライメント. 
ClustalW プログラムを用いて多重アライメントを行った . DGXD モチーフおよび
GXXXD[R/K]XGR[R/K]モチーフの保存されたアミノ酸は色付きで強調表示した. 上部の黒い線は
SYK-6 株の PcaK で予測される transmembrane (TM)領域を示す. 比較に用いた AAHS family の
transporterは Table 1-2にアスタリスクで表したものを使用した. 
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DdvKのアミノ酸配列相同性と推定膜貫通領域およびモチーフ 
 SYK-6 株の DDVA transporter をコードすることが強く示唆された ddvK はアミノ酸配列の相同性
に基づく系統解析により既存の芳香族酸の輸送に関与する MFS transporter の AAHS、ACS、MHS
の何れの familyにも属さないことが示された (Fig. 1-17)。既知の芳香族酸 MFS transporter 25 個と
DdvKでアミノ酸配列相同性を比較した結果、DdvKはこれらの transporterに対する相同性が 16.2–
23.8 %と低い値を示した (Table 1-3)。DdvK について Transporter Classification Database (TCDB: 
http://www.tcdb.org/)上で PSI-BLAST検索を行った結果、上位 20個の transporterは全て E-value score
が 1E-20以上であり、アミノ酸配列の相同性も 14–25%と低い値であった (Table 1-4)。加えて、NCBI
の nonredundant database を用いて BLAST 検索を行い ddvK に相同性を示す遺伝子を探索した結果、
E-value scoreが 1E-100以下のホモログ遺伝子は、ddvKと 46.1%のアミノ酸配列相同性を示す SYK-
6株の SLG_07600 (E-value, 4.22E-134)を除いてデータベース上に存在しなかった (Table 1-5)。以上
のことから、DdvKはMFS transporterの既存の familyに属さない新規のMFS transporterであること
が示された。 
 
Table 1-3. DdvK と芳香族酸 MFS transporter のアミノ酸配列相同性 
Proteina Accession no. 
Family 
of MFS 
Substrate(s) Strain 
Sequence identity 
(%)b 
Reference 
BenK* 
PcaK* 
CadK 
GenK* 
GalT* 
PcaK 
BopK 
PcaK* 
TfdK* 
VanK 
CouT 
VanK 
BenK* 
MhbT* 
MhpT* 
Orf1 
TsdT 
PmdK 
BenK 
BenP* 
MopB 
HppK 
PhdT 
 
OphD* 
HpaX* 
NP_601609.1 
AAA85137.1 
BAB78523.1 
NP_602219.1 
CBJ94499.1 
BAB98469.1 
AAK58907.1 
CAG68551.1 
AAZ65767.1 
CAG67874.1 
ABG96912.1 
NP_601586.1 
CAG68298.1 
AAW63412.1 
APC50650.1 
BAA23264.1 
ABG93673.1 
GAO68738.1 
AAN68773.1 
AAZ63295.1 
AAB41509.1 
AAB81315.1 
BAB97676.1 
 
BAG45577.1 
ADT77978.1 
AAHS 
AAHS 
AAHS 
AAHS 
AAHS 
AAHS 
AAHS 
AAHS 
AAHS 
AAHS 
MHS 
AAHS 
AAHS 
AAHS 
AAHS 
AAHS 
AAHS 
AAHS 
AAHS 
AAHS 
MHS 
AAHS 
MHS 
 
ACS 
ACS 
Benzoate 
PCA, 4-Hydroxybenzoate 
2,4-Dichlorophenoxyacetate 
Gentisate 
Gallate, PCA 
PCA, 4-Hydroxybenzoate 
Benzoate 
PCA, 4-Hydroxybenzoate, VA 
2,4-Dichlorophenoxyacetate 
PCA, 4-Hydroxybenzoate 
p-Coumarate, Ferulate 
VA 
Benzoate 
3-Hydroxybenzoate 
3-(3-Hydroxyphenyl)propionate 
1-Hydroxy-2-naphthoate 
-Resorcylate 
PCA 
Benzoate 
3-Chlorobenzoate 
4-Methyl-o-phthalate 
3-(3-Hydroxyphenyl)propionate 
Caffeate, Ferulate, 
3-(4-Hydroxyphenyl)propionate 
Phthalate 
4-Hydroxyphenylacetate 
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 (RES167) 
Pseudomonas putida PRS2000 
Bradyrhizobium sp. HW13 
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 (RES167) 
Pseudomonas putida KTGAL 
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 (RES167) 
Rhodococcus sp. 19070 
Acinetobacter sp. ADP1 
Cupriavidus necator JMP134 (Ralstonia eutropha) 
Acinetobacter sp. ADP1 
Rhodococcus jostii RHA1 
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 (RES167) 
Acinetobacter sp. ADP1 
Klebsiella pneumoniae M5a1 
Escherichia coli K-12 W3110 
Nocardioides sp. KP7 
Rhodococcus jostii RHA1 
Comamonas sp. E6 
Pseudomonas putida KT2440 
Cupriavidus necator JMP134 (Ralstonia eutropha) 
Burkholderia cepacia (plasmid) 
Rhodococcus globerulus PWD1 
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 
 
Burkholderia cepacia ATCC 17616 
Escherichia coli W 
121/509 (23.8%) 
122/519 (23.5%) 
123/537 (22.9%) 
112/495 (22.6%) 
111/507 (21.9%) 
109/498 (21.9%) 
118/544 (21.7%) 
113/523 (21.6%) 
117/544 (21.5%) 
111/518 (21.4%) 
108/507 (21.3%) 
105/496 (21.2%) 
110/518 (21.2%) 
109/522 (20.9%) 
109/522 (20.9%) 
113/541 (20.9%) 
115/554 (20.8%) 
111/550 (20.2%) 
100/500 (20.0%) 
101/509 (19.8%) 
 99/516 (19.2%) 
100/533 (18.8%) 
 93/533 (17.4%) 
  
87/537 (16.2%) 
92/569 (16.2%) 
(43, 56) 
(46) 
(87) 
(43, 60) 
(44) 
(43) 
(86) 
(40, 41) 
(57) 
(40) 
(47) 
(43) 
(55) 
(59) 
(61) 
(88) 
(89) 
(42) 
(79) 
(58) 
(65) 
(85) 
(48) 
 
(66) 
(67) 
a アスタリスクは, 放射性標識化合物, プロテオリポソームでの再構成, またはバイオセンサーを用いて基質取り込みを 
実験的に検証したトランスポーターを示している. 
bアミノ酸配列相同性は EMBOSS Needle pairwise alignment program を用いて算出した. 
AAHS, MHS, ACS に属する推定 transporter をそれぞれ, 赤, 緑, 青で示す. Abbreviations: AAHS, Aromatic acid/H+ symporter; 
MHS, metabolite/H+ symporter; ACS, anion/cation symporter. 
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Table 1-4. DdvK の Transporter Classification Database (TCDB)上での PSI-BLAST 検索 
Protein Accession no. Species E-value scoresa Identity (%)b 
YhjX 
SLC16A12 
YbfB 
PA2589 
SLC16A13 
PA1286 
CbsT1 
CadK 
SLC16A2 
GSU3315 
CHC_T00002821001 
SLC16A2 
Slip_1194 
SLC16A2 
CbsT2 
VanK 
SLC16A11 
Mch5 
SLC16A3 
AlgT 
P37662 
Q6ZSM3 
O31444 
Q9I0P8 
Q7RTY0 
Q9I458 
O30510 
Q8VUZ0 
L7T0T8 
Q747F2 
R7Q7X2 
O70324 
D7CMN2 
P36021 
P97039 
Q6M372 
Q8NCK7 
Q08777 
O15427 
Q07YH1 
Escherichia coli K-12 
Homo sapiens 
Bacillus subtilis 168 
Pseudomonas aeruginosa 
Homo sapiens 
Pseudomonas aeruginosa 
Lactobacillus johnsonii 100-100 
Bradyrhizobium sp. HW13 
Danio rerio 
Geobacter sulfurreducens 
Chondrus crispus 
Mus musculus 
Syntrophothermus lipocalidus 
Homo sapiens 
Lactobacillus johnsonii 100-100 
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 
Homo sapiens 
Saccharomyces cerevisiae 
Homo sapiens 
Shewanella frigidimarina NCIMB 400 
4E-19 
2E-17 
9E-17 
8E-16 
5E-15 
3E-14 
9E-14 
2E-13 
5E-13 
5E-13 
1E-12 
3E-12 
5E-12 
8E-12 
9E-12 
2E-11 
2E-11 
2E-11 
3E-11 
6E-11 
22.4 
22.8 
22.8 
23.1 
25.1 
23.4 
21.8 
22.9 
19.1 
21.6 
13.8 
19.1 
20.6 
19.2 
22.7 
21.2 
22.7 
18.9 
21.3 
20.4  
a TCDB 上でトップヒットした 20個の遺伝子の E-value score を示す. 
bアミノ酸配列相同性は EMBOSS Needle pairwise alignment program を用いて算出した. 
 
 
Table 1-5. DdvK の NCBI nonredundant database 上での BLAST検索 
RefSeq ID or 
Accession no. 
E-value 
scoresa 
Description 
WP_014075097.1 (DdvK) 
WP_014075086.1 (SLG_07600) 
WP_081944676.1 
APR52169.1 
WP_083629399.1 
WP_083954351.1 
GAO56434.1 
ODT90520.1 
WP_014075461.1 (SLG_11350) 
PTX60258.1 
WP_108023079.1 
WP_067747805.1 
WP_054530610.1 
WP_107584793.1 
WP_034776659.1 
WP_046764011.1 
WP_031424680.1 
WP_057986188.1 
OGP51332.1 
WP_052649784.1 
0 
4.46E-134 
9.05E-56 
5.38E-48 
9.63E-48 
1.03E-47 
1.26E-39 
3.52E-39 
1.54E-37 
2.45E-36 
2.65E-36 
7.68E-36 
4.40E-35 
9.13E-35 
1.96E-34 
1.13E-33 
1.21E-33 
2.25E-33 
3.80E-33 
6.32E-33 
MFS transporter [Sphingobium sp. SYK-6] 
MFS transporter [Sphingobium sp. SYK-6] 
MFS transporter [Sphingopyxis sp. MWB1] 
hypothetical protein BRX40_06725 [Sphingomonas koreensis] 
MFS transporter [Sphingomonas koreensis] 
MFS transporter [Sphingomonas koreensis] 
hypothetical protein NMD1_03598 [Novosphingobium sp. MD-1] 
hypothetical protein ABS86_03760 [Sphingobium sp. SCN 64-10] 
MFS transporter [Sphingobium sp. SYK-6] 
sugar phosphate permease [Melghirimyces profundicolus] 
MFS transporter [Melghirimyces profundicolus] 
MFS transporter [Novosphingobium sp. Fuku2-ISO-50] 
MFS transporter [Erythrobacter sp. SG61-1L] 
MFS transporter [Alkalicoccus saliphilus] 
MFS transporter [Exiguobacterium mexicanum] 
MULTISPECIES: MFS transporter [Sphingobium] 
MFS transporter [Exiguobacterium sp. NG55] 
MFS transporter [Virgibacillus soli] 
hypothetical protein A2Y79_03915 [Deltaproteobacteria bacterium RBG_13_43_22] 
MFS transporter [Planococcus massiliensis] 
aNCBI nr database 上でトップヒットした 20個の遺伝子の E-value score を示す. 
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TMHMM を用いて DdvK の膜貫通領域を解析したところ、DdvK は 12 回の膜貫通領域を持つ典
型的なMFS transporterであると推定された (Fig. 1-20)。既知の 25個ある芳香族酸MFS transporter、
DdvK、および DdvKのホモログである SLG_07600についてアミノ酸配列のアライメントを行った。
その結果、2–3 番目と 8–9 番目の膜貫通領域を繋ぐ細胞質側の親水性ループに存在する
GXXXD(R/K)XGR(R/K)モチーフが DdvK でも一部保存されていた (Fig. 1-21)。しかし、DdvK は
AAHS において基質の輸送に重要だとされている DGXD モチーフを保存しておらず、基質の輸送
には別のアミノ酸残基が重要であると推測された。 
 
 
Fig. 1-20. TMHMM programによって推定された DdvKの膜貫通領域. 
膜貫通領域を赤, 細胞質ループを青、細胞外ループを赤紫で示す. 
 
リグニン由来芳香族化合物の取り込みに関与するその他の transporter遺伝子 
SYK-6 株の 67 個の MFS transporter 遺伝子破壊株の中に、VA、syringate および ferulate での生育
能が低下した株は見られなかった。また、PCA の輸送を担う transporterは PcaK以外にも存在して
おり、VA の主要な取り込みは別の transporter によって行われることが示された。D'Argenio らは、
Acinetobacter sp. ADP1 株のpcaK 株が PCA を単一炭素源として野生株と同程度に生育できるが
vanKと pcaKの二重破壊株では生育能が顕著に低下することを報告しており、同一基質の輸送能を
持つ transporterは互いの機能を補完できることを述べている (40)。また、C. glutamicum ATCC 13032
株においても、MFS と BenE familyの transporterをそれぞれコードする benKと benE の両者を破壊
することで benzoate の生育能と変換能を失うことが報告されている (43)。Burkholderia multivorans 
ATCC 17616 株は、phthalate の取り込みに ABC と MFS の 2 種類の transporter を利用しており、両
方の遺伝子の破壊株で生育能が完全に失われることが報告されている (73)。SYK-6 株には AAHS 
familyに属する推定MFS transporter遺伝子が pcaKも含めて合計 16個存在しており (Fig. 1-17)、こ
れらの内の複数の transporter が PCA、VA、syringate、および ferulate の輸送に関与している可能性
が考えられる。また、ferulate の取り込みには ATP 加水分解エネルギーも利用されていることが示
唆されたことから (Fig. 1-3)、ABC transporterも関与しているのかもしれない。 
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Fig. 1-21. DdvKおよび既知の芳香族酸の MFS transporterとのアミノ酸配列アライメント. 
ClustalW プログラムを用いて多重アライメントを行った . DGXD モチーフおよび
GXXXD[R/K]XGR[R/K]モチーフの保存されたアミノ酸は色付きで強調表示した. 上部の黒い線は
SYK-6 株の DdvK で予測される transmembrane (TM)領域を示す. 比較に用いた MFS transporter は
Table 1-3 に示す . AAHS, MHS, ACS に属する推定 transporter をそれぞれ , 赤 , 緑 , 青で示す . 
Abbreviations: AAHS, Aromatic acid/H+ symporter; MHS, metabolite/H+ symporter; ACS, anion/cation 
symporter. 
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Fig. 1-21. DdvKおよび既知の芳香族酸の MFS transporterとのアミノ酸配列アライメント-continued. 
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Fig. 1-21. DdvKおよび既知の芳香族酸の MFS transporterとのアミノ酸配列アライメント-continued. 
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材料と方法 
 
供試菌、プラスミド、培養条件 
 本章の研究で使用した菌株とプラスミドを Supplemental Table 3、4に示した。培地には lysogeny 
broth (LB; 10 g/l Bacto Tryptone, 5 g/l Yeast Extract, 5 g/l NaCl) または無機塩培地であるWx培地を用
いた (90)。Wx 培地には必要であれば 20 mg/L メチオニンまたは SEMP (Wx-SEMP; 10 mM スクロ
ース, 10 mM グルタミン酸, 0.13 mM メチオニン, 10 mM プロリン)を添加した。また、寒天培地に
加える寒天の濃度は 15 g/lとした。培養温度は、Sphingobium は 30C、E. coliは 37C とし、それぞ
れ好気条件で培養した。プラスミドの作製には E. coli JM 109 株および E. coli NEB10-beta 株、三親
接合法による SYK-6株へのプラスミドの導入には E. coli HB101 株を用いた。選択培地に加える抗
生物質の濃度は Sphingobiumに対してはストレプトマイシン (Sm)を 100 mg/l、カナマイシン (Km)
を 50 mg/l、ナリジクス酸 (Nal) およびテトラサイクリン (Tc)を 12.5 mg/l、E. coli に対しては Km
を 25 mg/l、Tcを 12.5 mg/lで使用した。各菌の培養は 160 rpmの往復振盪で行った。 
 
酵素、試薬、基質および遺伝子操作 
 各種酵素および試薬は Takara Bio Inc. (Otsu, Japan)、Tokyo Chemical Industry Co., Ltd. (Tokyo, Japan)、
Toyobo Co., Ltd. (Osaka, Japan)、Nippon Gene (Tokyo, Japan)、Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Tokyo, 
Japan)、Sigma Chemical Co. (St Louis, Miss.)、Seikagaku Biobusiness Co. (Tokyo, Japan)、New England 
Biolabs (Beverly, Mass)、 Sibenzyme (Novosibirsk, Russia) および Roche Diagnostics (Mannheim, 
Germany)から購入し、取扱い説明書に従って使用した。VA、syringate、ferulateおよび PCAは Tokyo 
Kasei Kogyo Co., Ltd. (Tokyo, Japan)から購入した。DDVA は森林総合研究所の菱山博士から譲り受
けたものを用いた。各基質は pH 7–8となるように 1N NaOHを添加して溶解し、-20Cで保存した。
基質の濃度は VA、syringate、および PCA が 500 mM、ferulateと DDVA が 200 mMとなるように調
整した。14C標識された PCA ([14C]PCA; labeled position, carboxyl-14C; specific activetity, 55 mCi/mmol; 
concentration, 0.1 mCi/ml)と VA([14C]VA; labeled position, carboxyl-14C; specific activetity, 55 mCi/mmol; 
concentration, 0.1 mCi/ml)は American Radiolabeled Chemicals Inc. (St Louis, Miss)から購入した。
[14C]PCA と[14C]VAは 120 Mとなるように 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5)に懸濁し、-20Cで保存
した。carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazine (CCCP)および N,N-dicyclohexylcarbodiimide (DCCD)
はWako Pure Chemical Industries, Ltd.から購入し、エタノールに 10 mMの濃度で溶解して-20C で保
存した。基本的な遺伝子操作はバイオ実験イラストレイテッド第 2巻 (秀潤社) に従って行った。 
 
Lowly法によるタンパク質の定量 
タンパク質の定量は Lowly法 (Lowly et al., 1951)で行った。方法は DC Protein Assay Kit (Bio-Rad 
Labratories, Hercules, CA)に付属の説明書に従った。標準タンパク質にはウシ血清アルブミン (Bio-
Rad Laboratories)を用いた。 
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PCAと VAの取り込み実験 
Nal を含む LB で前培養した SYK-6 株または遺伝子破壊株を 10 ml の LB または 10 mM PCA や
VAを含む LB に 0.1%植菌し、24時間培養した。得られた培養液の 3 mlを 4,800  g、4C、5 min の
遠心分離で集菌し、5 ml の 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5)で 2回洗浄した。OD600 = 5.0となるよう
に同緩衝液に懸濁し、氷上にて休止細胞を調製した。50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5) 68 lに休止細
胞を 72 l 添加して 30C で 5 分間保温した。5 分間の保温が経過したと同時に [14C]基質を終濃度
20 Mとなるように 30 l添加し、全量 180 l、30C で基質取り込み反応を開始した (菌体の最終
OD600は 2.0)。反応後 1、5、10、30、60 minごとに 30 lのサンプルを回収して、マルチフィルター 
(FLE712AA; Advantec, Tokyo, Japan)を用いてニトロセルロースメンブレンフィルター (pore size 0.45 
m; Advantec, Tokyo, Japan)に菌体をトラップした。メンブレンを 3 mlの 50 mM Tris-HCl buffer (pH 
7.5)で 2回洗浄した後、液体シンチレーションカクテル溶液 (エコシンチ A; National Diagnostics Inc.)
に菌体をメンブレンごと溶解させ、液体シンチレーションカウンター (AccuFLEX LSC-7400; Hitachi 
Aloca Medical, Ltd., Tokyo, Japan)で細胞内に取り込まれた[14C]基質由来の線量を測定した。取り込
み量は、放射線量に基づき菌体タンパク質 1 mg あたりの[14C]基質量 (nmol·mg-1)で算出した。各菌
体のタンパク質量は「Lowly法によるタンパク質の定量」に従い測定した。取り込み比活性は、1–
10 minの線形回帰から時間に対する取り込み量 (nmol·min-1·mg-1)で算出した。 
 
阻害剤を用いた PCAと VAの取り込み駆動力の解析 
 「PCA と VA の取り込み実験」と同様の操作で、SYK-6 株の休止細胞を調製した。50 mM Tris-
HCl buffer (pH 7.5) 175 lに休止細胞 (OD600 = 10)を 60 l添加し、CCCPと DCCD をそれぞれ終濃
度 100 Mとなるように 15 l添加して 30C で 5分間保温した。阻害剤非添加条件には阻害剤の溶
媒であるエタノールを終濃度 5% [v/v]となるように 15 l 添加して実験を行った。5 分間の保温が
経過したと同時に [14C]基質を終濃度 20 Mとなるように 50 l添加し、全量 300 l、30Cで基質
取り込み反応を開始した (菌体の最終 OD600は 2.0)。その後の操作は「PCAと VA の取り込み実験」
に従った。 
 
阻害剤を用いたリグニン由来芳香族化合物の取り込み駆動力の解析 
 Nalを含む LB で前培養した SYK-6株または遺伝子破壊株の培養液 3 mlを 4,800  g、4C、5 min
の遠心分離で集菌し、5 ml の Wx 培地で 2 回洗浄した後に、3 ml の同培地に懸濁した。その後、
OD600が 0.2 となるように 10 ml の Wx-SEMP 培地に植菌し、30C、160 rpm で 12 時間培養した。
培養後、PCA、VA、syringate、ferulate、または DDVA を各 5 mMとなるように加え、30C、160 rpm
で 4時間培養した。培養液を 4800  g、4C、10 min の遠心分離で集菌し、5 mlの 50 mM Tris-HCl 
buffer (pH 7.5)で 2回洗浄した。その後、1 mlの同 bufferに懸濁し、各基質で培養した休止細胞を調
製した。50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5)に各休止細胞を OD600が 2.0となるように加え、終濃度 100 
M となるように CCCP と DCCD を添加した菌体懸濁液を 30C で 5 分間保温した。阻害剤非添加
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条件にはエタノールが終濃度 5%となるように添加した。5 分間の保温が経過したと同時に培養に
用いた基質と同様の基質 (PCA、VA、syringate、ferulate、または DDVA)を終濃度 100 Mとなるよ
うに添加し、全量 800 l、30C、1,500 rpmで振盪しながら反応を開始した。反応後 1, 10, 20, 30, 40, 
50, 60 minごとに、DDVAのみ反応後 1 min、2、4、6、8、16、24 時間ごとに 100 lのサンプルを
回収し、18,800  g、4C、5 min の遠心分離を行った。上清を 50 l回収して滅菌水 200 lに懸濁
し、DISMIC-3 フィルター  (pore size 0.45 m; Advantec, Tokyo, Japan)に通したものを HPLC 
(ACQIOTY ultraperformance liquid chromatography [UPLC] system; Waters, Milford, MA)で分析した。 
 
HPLCの分析条件  
HPLC のカラムは TSKgel ODS-140HTP (2.1×100 mm; Tosoh)を使用し、移動相は VA、syringate、
ferulate、PCA の分析ではアセトニトリル 10%、水 90%、ギ酸 0.1%とし、DDVAの分析にはアセト
ニトリル 20%、水 80%、ギ酸 0.1%とし、流速 0.5 ml/min で行った。検出波長は VAは 260.3 nm、
syringateは 274.4 nm、ferulate は 322.5 nm、PCAは 259.6 nm、DDVAは 265.0 nmとし、それぞれの
保持時間 1.5 min、1.6 min、3.6 min、0.8 min、0.9 min の各基質のピーク面積の減少を調べた。 
 
total DNAの回収 
SYK-6株を LB で 24時間培養し、得られた培養液を 18,800  g, 15 min, 4Cで遠心分離して集菌
した。菌体を STE buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl; pH 8.0) で洗浄し、同緩衝液に
懸濁した。終濃度が 2 g/lとなるように lysozyme を加えて混合し、37°C で 15–60 min 静置した。終
濃度が 0.2 g/lとなるように proteinase Kを加えて軽く混合し、37°C で 15–60 min 静置した。終濃度
が 0.5%となるように 10% SDS を混合し、65°Cで 15–60 min 静置して溶菌させた。フェノールクロ
ロホルム処理後にエタノール沈殿を行って total DNA を回収した。total DNAを含む沈殿物を RNase 
A を含む TE bufferに溶解し、37Cにて 1時間の RNA 消化を行って total DNA 試料とした。 
 
遺伝子破壊用プラスミドの構築 
 遺伝子破壊用プラスミドの構築に用いたプライマーを Supplemental Table 5 に示した。各プライ
マーは目的遺伝子の 5末端側と 3末端側の 100 bpほどの領域を含む約 1 kbの断片を増幅するよう
に設計した。また、5末端側断片の下流側プライマー (TopR)には 3末端側断片の上流側プライマー 
(BotF)と相補的な配列を付加した。また、各遺伝子の外側に位置するプライマー (TopF と BotR)に
は pAK405 の BamHI サイトに相補的となる配列を付加した。SYK-6 株の total DNA を鋳型に対応
する各プライマーを用いて約 1 kb の領域を PCR により増幅し、In-fusion HD cloning kit (Takara 
Clontech)を用いて得られた増幅産物を BamHI 消化した pAK405 にクローニングし、各遺伝子破壊
用プラスミドを作製した。 
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三親接合法によるプラスミド DNAの導入 
 SYK-6株、ヘルパープラスミド pRK2013 を有する E. coli HB101 株および目的プラスミドを有す
る E. coli NEB10-beta株をそれぞれ選択培地で前培養した。抗生物質を含まない LB に 1%植菌し、
OD600が 0.5になるまで培養した。得られた培養液を 1 mlずつ混合し、ニトロセルロースメンブレ
ンフィルター (pore size 0.45 m; Advantec, Tokyo, Japan)にトラップした。菌体捕集面を上にしてメ
ンブレンを LB 寒天培地上に置き、30C で 4時間静置培養した。菌体を Wx bufferに懸濁して段階
希釈した後、目的プラスミドの抗生物質を含む LB寒天培地に塗布して形質転換株の選抜を行った。 
 
pAK405を用いた遺伝子破壊 
 本研究で用いた遺伝子破壊用ベクターpAK405 は Sm 感受性のリボソームタンパク質をコードす
る rpsL を含む。Sm 耐性を有する SYK-6 株に pAK405 由来の遺伝子破壊プラスミドを導入し、相
同組換えにより得られたシングルクロスオーバー株は Sm感受性となる。さらに、シングルクロス
オーバー株を Sm入り培地で生育させることにより再度相同組換えが生じ、目的の遺伝子内部領域
が欠損した遺伝子破壊株を取得した。プラスミドの導入は「三親接合法によるプラスミド DNA の
導入」に従って行い、Km を含む LB で培養することでシングルクロスオーバー株を選抜した。シ
ングルクロスオーバー株を Sm を含む 10 ml の LB に植菌後、30C で 24 時間培養した。菌体培養
液を Wx buffer で段階希釈して Sm を含む LB 寒天培地に塗布した後、得られたコロニーを遺伝子
破壊株の候補とした。 
 
コロニーPCRによる遺伝子破壊株の確認 
 遺伝子破壊用プライマーTopF の約 200 bp 上流に新たに設計した遺伝子破壊確認用プライマー 
(F)と遺伝子破壊用プライマー (BotR)を用いた PCRによって遺伝子破壊の確認を行った。遺伝子破
壊候補株のコロニーから 1 mm程度の菌体を 50 lの TE bufferに懸濁した。1 lの懸濁液を鋳型と
して 10 lの Takara Emerald AMP (Takara Clontech)とプライマー (終濃度 0.5 M)を加え、全量 20l
として PCR を行った。得られた増幅産物のサイズをアガロースゲル電気泳動で調べることで遺伝
子の破壊を確認した。PCR に用いたプライマーは Supplemental Table 5に示した。 
 
遺伝子破壊株の寒天培地における生育能 
 SYK-6株および 67個の各遺伝子破壊株を Nalを含む LB で 24時間培養し、培養液 2 mlを 18,800 
 g、4C、5 minの遠心分離で集菌した。菌体は 4 mlのWx 培地で 2回洗浄した後に、OD600が 3.0
となるように同培地に懸濁した。PCA、VA、syringate、ferulate、または DDVAを 5 mM となるよう
に添加したWx寒天培地 (PCA のみメチオニンを 20 mg/l添加)に SYK-6株および 67個の各遺伝子
破壊株の菌体懸濁液を 5 lずつ等間隔に滴下した。その後、30Cで静置培養を 5日間行い、24時
間経過ごとに写真を撮影した。 
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遺伝子破壊株の液体培地における生育能 
 SYK-6株と各遺伝子破壊株をそれぞれ Nalを含む LB で 24時間培養し、培養液 3 mlを 4800  g、
4C、5 min の遠心分離で集菌した。菌体は 4 mlのWx培地で 2回洗浄した後に、1 mlの同培地に
懸濁した。PCA、VA、syringate、ferulate、または DDVA を 5 mMとなるように添加した Wx液体培
地 (PCA のみメチオニンを 20 mg/l 添加)に OD660 が 0.2 となるように植菌し、TVS062CA bio-
photorecorder (Advantec Co., Ltd., Tokyo, Japan)を用いて 30C、120 rpmで振盪培養し OD660を経時的
に測定した。 
 
遺伝子相補用プラスミドの作製 
 SYK-6 株の total DNA を鋳型として PCR を行い、pcaK および ddvK を含む 3.2 kb の増幅産物を
得た。用いたプライマーは Table 1-6に示した。pcaK を含む DNA断片を NcoIで消化した後、KOD 
DNA polymerase (Toyobo Co. Ltd.)を用いて平滑化し、pJB866 にある HindIIIの平滑化したサイトに
挿入して pJB12880t を作製した。pJB12880t を EcoRI と KpnI で消化した後、pJB861 の EcoRI-KpnI
サイトに挿入して pJB12880k を作製した。ddvK を含む DNA 断片を StuI で消化して平滑化後、
BamHIで消化して ddvKを含む BamHI-StuI (平滑末端) 断片を作製した。得られた断片を pJB866 の
BamHI-EcoRI (平滑末端)に挿入して pJB07710 を作製した。 
 
Table 1-6. PcaK および DdvK周辺領域増幅用プライマー 
Primer Sequence (5 to 3) Amplified Length (bp) 
Dis07710_TopF CGGTACCCGGGGATCAAGAAGATCTCAGGCCCGGC 
3200 
Dis07710_BotR CGACTCTAGAGGATCCGCAGCGCCTCGAAGAACAT 
Dis12880_TopF CGGTACCCGGGGATCATCGGTCAGCGGATTGCGA 
3241 
Dis12880_BotR CGACTCTAGAGGATCAATTCGCGAGCGCGGATGA 
 
エレクトロポレーション法によるプラスミド DNAの導入 
 Nalを含む LB で SYK-6株または遺伝子破壊株を前培養し、10 mlの同培地に 1%植菌して OD600
が 0.5になるまで培養した。培養液を集菌した後、菌体を 1 mlの 0.3 Mスクロースで 2回洗浄し、
300 lの 0.5 Mスクロースに懸濁した。100 lの菌体懸濁液に 1 g/lのプラスミド DNA を加え、
Gene pulser (Bio-Rad Laboratories, Herculed, CA)を用いて抵抗 200 、電圧 2.5 kV、静電容量 25 Fの
条件でパルスをかけた。パルス後、直ちに 1 mlの LB を加えて 30C で 4時間培養した。培養後、
導入するプラスミドに対応した抗生物質を含む LB 寒天培地に塗布し、プラスミドを保持した株を
選抜した。 
 
 
 
49 
 
破壊株の相補実験 
 SYK-6(pJB866、pJB07710、pJB861、または pJB12880k)株とddvK(pJB866 または pJB07710)株、
pcaK(pJB861 または pJB12880k)株をそれぞれ Tc または Km を含む LB で定常期まで (約 24 時間)
培養した。3 mlの培養液を 4800  g、4C、5 minの遠心分離で集菌し、5 mlのWx培地で 2回洗浄
した後、1 mlの同培地に懸濁した。5 mM DDVAまたは 5 mM PCA (PCA のみメチオニンを 20 mg/l
添加)となるように各基質を添加した Tc または Km を含む Wx 培地に OD660が 0.2 となるように植
菌し、TVSC62CA を用いて 30C、120 rpmで振盪培養し OD660を測定した。 
 
遺伝子破壊株および相補株の DDVA変換能の測定 
Nal を含む LB で SYK-6 株またはddvK 株を前培養し、10 ml の同培地に 1%植菌して 24 時間培
養した。得られた培養液の 3 mlを 4,800  g、4C、5 min の遠心分離で集菌し、5 mlの 50 mM Tris-
HCl buffer (pH 7.5)で 2回洗浄した後、1 mlの同緩衝液に懸濁した。休止細胞を OD600 が 5.0 とな
るように同緩衝液と終濃度 100 M DDVA を混合した。500 lの反応系で調製し、調製後は直ちに
30C、1,500 rpm で振とう培養を行った。反応溶液は経時的にサンプリングを行い、10 min の遠心
分離によって菌体を除去し、50 lの上清溶液を 200 lの滅菌水と混合して希釈した後、HPLC 分
析によって基質の減少量を測定した。プラスミドを導入した SYK-6 株およびddvK 株は Km を含
む LB で培養し、上記と同じ条件で実験を行った。 
 
シークエンス解析 
シークエンス解析にはMacVector (MacVector, Inc.) を用いた。マルチプルアライメントとペアワ
イズアライメントにはそれぞれ EMBL-EBI の ClustalW および EMBOSS program (91)を利用した。
相同性検索は National Center for Biotechnology Information の BLASTP program (92)および TCDB の
PSI-BLAST (http://www.tcdb.org/progs/psiblast.php)を使用した。膜貫通領域の推定には TMHMM 
programを使用した (93)。 
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第 2章 PCA transporter PcaKの機能解析 
 
緒言 
 
第 1 章にて、Sphingobium sp. SYK-6 株が有する 67 個の推定 major facilitator superfamily (MFS) 
transporter について遺伝子破壊株を作製し、リグニン由来芳香族化合物の生育能を網羅的に解析し
た。その結果、protocatechuate (PCA)の主要な取り込みを担う transporter遺伝子として pcaK が同定
され、vanillate (VA)の取り込みにも一部関与することが示唆された。アミノ酸配列の相同性および
系統解析から、SYK-6株の PcaKは MFS transporterの aromatic acid/H+ symporter (AAHS) familyに属
しており (Fig. 1-17)、Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 株の推定 VA transporter VanK と 
Acinetobacter sp. ADP1株の推定 4-hydroxybenzoate/PCA transporter VanKにそれぞれ 32.1%の相同性
を示した (Table 1-2)。また、PcaKは AAHS familyに特異的な DGXD モチーフを保存していた。 
本章では、第 1章で同定された pcaKを PCA および VA の取り込み能を持たない異種宿主で発現
させ、PcaKの動力学的性質、基質範囲、および PCA 輸送時に必要なエネルギーに関する知見を得
るための生化学的解析を行った。また、リグニン由来芳香族化合物からの有用物質生産において
transporter 遺伝子の発現強化が有効であるかを検証するために、pcaK 高発現株による PCA からの
2-pyrone-4,6-dicarboxylate (PDC)生産能の評価を行った。 
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結果 
 
1. pcaK異種宿主発現株の PCAおよび VA取り込み能 
SYK-6株と同属であり、PCA および VAを単一炭素源として利用できない Sphingobium japonicum 
UT26S株を宿主に pJB12880k を導入して pcaK を発現させ、本組換え体を用いて PCA と VAの取り
込み能を測定した。LB で培養した UT26S組換え体の休止細胞 (OD600 = 2.0)と 20 Mの[14C]PCA ま
たは[14C]VAを混合し、各基質の取り込み能を経時的に測定した。その結果、pcaKを導入した UT26S
株は PCA取り込み能を獲得するとともに VA取り込み能も示した (Fig. 2-1)。0.25–2分間において
PcaKは PCAに対して 0.419 ± 0.089 nmol·min-1·mg-1の取り込み比活性を示し、VA に対しては PCA
取り込み比活性の約 25%の比活性を有していた (0.104 ± 0.016 nmol·min-1·mg-1)。 
 
 
Fig. 2-1. pcaK の異種宿主発現株の PCA (A)と VA (B)の取り込み能. 
LB で培養した UT26S(pJB861)株 (open symbols)と UT26S(pJB12880k)株 (closed symbols)の休止細胞 
(OD600 = 2.0)を用いて, 20 M [14C]PCA と 20 M [14C]VA の取り込み能を測定した.  
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2. PcaKの PCA輸送に必要なエネルギー 
 PcaK が PCA を取り込む際に要するエネルギー源を明らかにするために、pcaK を発現させた
UT26S株の細胞を用いて各阻害剤の添加による PCA 取り込み能への影響を調べた。LB で培養した
UT26S(pJB12880k)株の休止細胞 (OD600 = 2.0)、阻害剤、および 20 Mの[14C]PCAを混合した際の
PCA 取り込み能を経時的に測定した。阻害剤には、細胞膜間のプロトン濃度勾配を消失させる
carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP, 100M) と ATP 合 成 阻 害 剤 の N,N -
dicyclohexylcarbodiimide (DCCD, 100M)を用いた。また、阻害剤非添加条件には阻害剤の溶媒であ
るエタノールを終濃度 1% [v/v]となるように添加した。その結果、UT26S(pJB12880k)株は CCCP 存
在下でのみ PCAの取り込み能が欠損し、DCCD による阻害は顕著ではなかった (Fig. 2-2)。以上の
ことから、PcaKは PCAの取り込みにプロトン駆動力を利用していることが明らかとなった。 
 
 
Fig. 2-2. 阻害剤の PCA取り込み能への影響. 
LB で培養した UT26S(pJB12880k)株の休止細胞 (OD600 = 2.0)を 1% エタノール (〇), 100M CCCP 
(●), または 100M DCCD (●)存在下で 5分間保温した後, 20 M [14C]PCA と混合した際の PCA 取
り込み能を経時的に測定した. 
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3. PcaKの動力学的性質 
PcaK の動力学的性質を調べるために、pcaK を発現させた UT26S 株細胞を用いて異なる濃度の
[14C]PCA を添加した場合の PCA 取り込み比活性を測定した。LB で培養した UT26S(pJB12880k)株
の休止細胞 (OD600 = 2.0)と 5、10、20、40、および 80 Mの[14C]PCA を混合した時の PCA取り込
み比活性を調べた。その結果、この範囲の基質濃度においては PCA の取り込み比活性が基質の濃
度に比例して上昇したため、PcaKの PCAに対する動力学的パラメーターを得るには至らなかった 
(Fig. 2-3)。 
 
 
Fig. 2-3. PcaKの異なる PCA 濃度における取り込み比活性. 
LB で培養した UT26S (pJB12880k)株の休止細胞 (OD600 = 2.0)を用いて, 5, 10, 20, 40, および 80 M
の[14C]PCAを混合した時の PCA 取り込み比活性を測定した.  
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4. PcaKの基質範囲 
 PcaK の基質認識に関する知見を得るために、LB で培養した UT26S(pJB12880k)株の休止細胞 
(OD600 = 2.0)と 20 M [14C]PCA または[14C]VAを 20倍濃度 (400 M)の非放射性の芳香族化合物存
在下で混合し、PCA および VA の取り込み比活性を測定した。競合させる芳香族化合物には VA、
syringate、gallate、PCA、4-hydroxybenzoate、3-hydroxybenzoate、および benzoateを用いた。その結
果、PCA の取り込み比活性は 4-hydroxybenzoate、PCA、および 3-hydroxybenzoate の存在下で、競合
基質非存在下 (0.547 ± 0.014 nmol·min-1·mg-1)のそれぞれ 14%、21%、84%に低下し、VA および
syringateの存在下ではそれぞれ 1%と 3%まで減少した (Fig. 2-4A)。また、VAの取り込み比活性は、
競合基質非存在下 (0.119 ± 0.017 nmol·min-1·mg-1)と比較して VA存在下で取り込み能が消失し、次
いで syringate、PCA、および 4-hydroxybenzoate の存在下でそれぞれ 12%、14%、36%に取り込み能
が阻害された (Fig. 2-4B)。一方、gallate と benzoate の存在下では PCA および VA の取り込み能に
阻害は観察されなかった。 
 
 
Fig. 2-4. PcaKの PCA (A)と VA (B)の取り込み競合実験. 
LB で培養した UT26S(pJB12880k)株の休止細胞 (OD600 = 2.0)を用いて, 400 Mの芳香族化合物存在
下での 20 M [14C]PCAと 20 M [14C]VA の取り込み能を測定した. 競合基質を含まない際の取り込
み比活性を 100%とした (PCA = 0.547 ± 0.014 nmol·min−1·mg−1, VA = 0.119 ± 0.017 nmol·min−1·mg−1). 
統計処理は One-way ANOVA with Dunnett’s multiple-comparison test を用いて行った. *, P < 0.05. 
Abbreviations: VA, vanillate; PCA, protocatechuate. 
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5. pcaK高発現プラスミドの作製 
PCA からのポリマー原料となる中間代謝物である PDC の生産において、pcaK の過剰発現が PCA
変換能および PDC 生産能に与える影響を評価するために、pcaK 高発現プラスミドを作製した。第
1 章にて、SYK-6 株と pcaK 破壊株に pJB12880k を用いて pcaK を導入した菌体の PCA 取り込み能
はベクター導入株よりも若干低い値であった (Fig. 1-15)。pJB12880kは pcaK 上流 279 bpを含むた
め pcaK の ribosome binding site (RBS)と推定される AG に富む領域 (AGGGGA)を開始コドンの 10 
bp上流に持つ (Fig. 2-5A)。しかし、本配列は、SYK-6株および UT26S株の 16S rRNAの 3末端配
列に相補的な RBS 配列 (AGGAGG)との相同性が低いため、翻訳効率が高くない可能性が考えられ
た。そこで、pcaK 高発現プラスミドとして、pJB861 の Pm promoter の下流に pET21a(+)の RBS 
(AAGGAG)を含む 42 bp の周辺配列を pcaK の上流に配置した pJB12880RBSk を作製した (Fig. 2-
5B)。pJB12880k と pJB12880RBSk における pcaK の翻訳開始効率を、SYK-6 株と UT26S 株の 16S 
rRNA遺伝子配列を基に RBS calculator v2.0で予測した。その結果、pJB12880RBSkの翻訳開始効率
は 22,315 arbitrary unit (au)と pJB12880k (1,064 au)よりも約 21倍に増加すると推定された。 
 
 
Fig. 2-5. pcaK (A)および pJB12880RBSk (B)の pcaKの開始コドン上流領域. 
(A) pcaKの開始コドンの 10 bp 上流に推定 RBS 配列 (AGGGGA)が存在する. (B) Pm promoterの下流
に, pET-21a(+)由来の RBS配列 (AAGGAG)を含む 42 bpの断片を pcaKの開始コドンで融合させた. 
矢印は Pm promoterの転写開始部位を示す. 
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6. pJB12880RBSkを導入した UT26S株の PCAと VAの取り込み能 
pcaK 高発現プラスミド pJB12880RBSk が基質取り込み能をどの程度上昇させるかを調べるため
に、pJB12880RBSk と pJB12880k をそれぞれ導入した UT26S 株の休止細胞 (OD600 = 2.0)を用いて
20 M の[14C]PCA および[14C]VA の取り込み能を比較した。その結果、pJB12880RBSk 導入株は
pJB12880k 導入株に比べて PCA および VA の取り込み比活性がそれぞれ 3.8 倍、3.1 倍と大きく上
昇した (Fig. 2-6; Table 2-1)。以上の結果は、RBS 配列の変更により pcaK の翻訳効率が改善したこ
とを示唆している。 
 
 
Fig. 2-6. pJB12880RBSkの PCA (A)と VA (B)の取り込み能. 
LBで培養したUT26S(pJB861)株 (○), UT26S(pJB12880k)株 (▲), UT26S(pJB12880RBSk)株 (■)の休
止細胞 (OD600 = 2.0)を用いて, 20 Mの[14C]PCAと[14C]VAの取り込み能を測定した. 
 
Table 2-1. UT26S(pJB12880RBSk)株の取り込み比活性 
Introduced plasmid 
Uptake rate (nmol·min-1·mg-1) 
[14C]PCA [14C]VA 
pJB861 
pJB12880k 
pJB12880RBSk 
< 0.01 
0.419 ± 0.089 
1.589 ± 0.113 
< 0.01 
0.104 ± 0.016 
0.319 ± 0.025 
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7. PDC hydrolase遺伝子 (ligI)破壊株の作製 
SYK-6株は PCAを PCA 4,5-開裂経路によって代謝する (Fig. 2-7)。本経路において PCAは、PCA 
4,5-dioxygenase (LigAB)によって芳香環開裂を受け 4-carboxy-2-hydroxymuconate-6-semialdehyde 
(CHMS)に変換された後 (94)、CHMS dehydrogenase (LigC)によって PDC へと分解される (95)。そ
の後、PDCは PDC hydrolase (LigI)によって 4-oxalomesaconateへと変換されて代謝されていく (96)。
SYK-6株の PDC蓄積株を取得するために ligI破壊株を相同組換えによって作製した。ligIの破壊は
コロニーPCR を用いて確認し (Fig. 2-8)、得られた破壊株を SME002-3株と命名した。 
 
 
Fig. 2-7. SYK-6株の PCA 4,5-開裂経路. 
Enzymes: LigAB, PCA 4,5-dioxygenase; LigC, CHMS dehydrogenase; LigI, PDC hydrolase; LigU, putative 
4-oxalomesaconate tautomerase; LigJ 4-oxalomesaconate hydratase; LigK, 4-carboxy-4-hydroxy-2-
oxoadipate aldolase. Abbreviations: PCA, protocatechuate; CHMS, 4-carboxy-2-hydroxymuconate-6-
semialdehyde; PDC, 2-pyrone-4,6-dicarboxylate.  
 
 
Fig. 2-8. PDC hydrolase遺伝子 ligIの破壊と確認. 
(A)相同組み換えによる遺伝子破壊と破壊確認の模式図. (B) 遺伝子破壊株のコロニーPCR 解析. 
Lanes: 1, 4, マーカー; 2, ligIの遺伝子破壊株 (SME002-3株)のコロニーPCR産物; 3, SYK-6株のコ
ロニーPCR産物. 
  
59 
 
8. pcaK過剰発現の PCAからの PDC生産へ与える影響 
 ligI破壊株 (SME002-3 株)を用いて、pcaK 過剰発現の PCA からの PDC生産へ与える影響を調べ
た。同時に PCA から PDC への変換酵素遺伝子を過剰発現させた場合と、pcaK と変換酵素遺伝子
の両者を過剰発現させた場合との比較を行った。 
PCA から PDC への変換酵素遺伝子を持つ pVAD4 の薬剤耐性マーカーがカナマイシンであった
ことから、pJB12880RBSk の RBS 領域および pcaK を含む DNA 断片を、テトラサイクリン耐性遺
伝子を持つ pJB866 に移し替えた pJB12880RBSt を作製した。pJB12880RBSt を導入した SME002-3
株を用いて 1 mM PCAからの PDC 生産を評価した。その結果、培養 4時間での PCA 変換量と PDC
生産量は、野生株 (PCA 変換量, 0.66 ± 0.01 mM; PDC 生産量, 0.59 ± 0.01 mM)のそれぞれ 1.27 倍 
(0.84 ± 0.03 mM)と 1.23倍 (0.73 ± 0.02 mM)に増加した (Fig. 2-9; Table 2-2)。一方、PCA 4,5-dioxygenase
遺伝子 (ligAB)および CHMS dehydrogenase 遺伝子 (ligC)を持つ pVAD4 を導入した SME002-3 株の
PCA 変換能は、pJB12880RBSt 導入株と同等に向上したのに対し (0.85 ± 0.04 mM)、PDC 生産量は
pJB12880RBSt導入株 (0.73 ± 0.02 mM)よりも低い値を示した (0.61 ± 0.01 mM)。以上の結果から、
SME002-3株を用いた PCA からの PDC生産において、pcaK の過剰発現は、PCA 変換酵素遺伝子の
導入と同等以上に PDC 生産効率の向上に有効であることが示された。さらに、pJB12880RBSt と
pVAD4 の両プラスミドを導入した SME002-3 株は、それぞれのプラスミドを導入した株よりも培
養 1時間での PCA 変換量が約 1.34–1.38倍に増加した (野生株の 1.89倍) (Fig. 2-9A)。しかし、PDC
生産量は培養 1時間までは最も高かったのに対し、4時間時点では野生株とほぼ同等であった (0.62 
± 0.12 mM) (Fig. 2-9B)。 
 
 
Fig. 2-9 pcaK および ligABC の過剰発現株 (SME002-3株)による PCAからの PDC 生産. 
LB で培養した SME002-3(pJB866 + pKT230)株  (vector control; ○ ), SME002-3(pJB12880RBSt + 
pKT230)株  (RBS-pcaK; ▲ ), SME002-3(pJB866 + pVAD4) 株  (ligABC; ◆ ),および SME002-
3(pJB12880RBSt + pVAD4)株 (RBS-pcaK + ligABC; ■)の休止細胞 (OD600 = 2.0)を用いて, 1 mM PCA
の変換能 (A)と PDC生産能 (B)を測定した. 
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Table 2-2. PCA からの PDC 生産に対する pcaK 過剰発現の影響 
Introduced plasmids 
  1 h    4 h  
PCA 
conversion 
(mM) 
PDC 
production 
(mM) 
Yield 
(%) 
PCA 
conversion 
(mM) 
PDC 
production 
(mM) 
Yield 
(%) 
pJB866 + pKT230 
pJB12880RBSt + pKT230 
pJB866 + pVAD4 
pJB12880RBSt + pVAD4 
 0.33 ± 0.02 
0.45 ± 0.03 
0.46 ± 0.02 
0.70 ± 0.07 
0.25 ± 0.03 
0.35 ± 0.01 
0.29 ± 0.01 
0.40 ± 0.05 
78 
79 
63 
58 
 0.66 ± 0.01 
0.84 ± 0.03 
0.85 ± 0.04 
0.98 ± 0.01 
0.59 ± 0.01 
0.73 ± 0.02 
0.61 ± 0.01 
0.62 ± 0.12 
89 
87 
73 
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考察 
 
 PCA および VA の取り込み能を持たない S. japonicum UT26S 株を用いた異種宿主発現により、
SYK-6 株の PcaK は PCA に加えて VA の輸送能を有することが明らかとなった (Fig. 2-1)。また、
PcaK は syringate、4-hydroxybenzoate、および 3-hydroxybenzoate を基質として認識するのに対し、
gallateと benzoateを基質として認識しないことが示唆された (Fig. 2-4)。しかし、gallate は不安定で
あり溶液調製後に黒く変色し酸化したと考えられるため、gallateを用いた競合実験については検討
の余地がある。Pernstichらは、人工膜を用いた再構成実験により Acinetobacter sp. ADP1株の PcaK
が PCA と 4-hydroxybenzoate 以外にも VA、gentisate、3-hydroxybenzoate、2,4-dihydroxybenzoate、
salicylate に対してそれぞれ同程度の輸送能を持つことを報告している (41)。直接的な取り込み能
の証明なしに transporterの基質を判断することはできないが、SYK-6株の PcaKは PCAと VA に加
えて syringate、4-hydroxybenzoate、および 3-hydroxybenzoateの輸送能を持つ可能性がある。 
Pseudomonas putida PRS2000 株の PcaK は大腸菌を用いた異種宿主発現解析により 4-
hydroxybenzoate に対する Kmが 6 M と報告されている (46)。SYK-6 株の PcaK の 580 M [14C] 
PCA に対する取り込み比活性を調べたところ、80 M においても活性が飽和しなかったことから 
(Fig. 2-3)、PCA に対する基質親和性は PRS2000 株の PcaK と比較してかなり低いことが示唆され
た。一方、競合基質として用いた VA と syringateは 4-hydroxybenzoate や PCAよりも VA および PCA
の取り込みを強く阻害した  (Fig. 2-4)。したがって SYK-6 株の PcaK の基質親和性は 4-
hydroxybenzoate や PCAよりも VAおよび syringateの方が高い可能性がある。 
従来の微生物を用いた有用物質生産系は、変換酵素遺伝子の導入あるいは内在性酵素遺伝子の欠
失による物質生産経路の創出に焦点が置かれ、宿主の基質輸送能についてはほとんど検討されてこ
なかった。しかし、最近 MFS transporter を有用物質生産に応用した例がいくつか報告されており 
(81-83)、transporter を利用したリグニン由来芳香族化合物からの高効率な有用物質生産系の開発が
期待される。本研究では、pcaK過剰発現がPCAからのPDC生産に与える影響を評価した。pJB12880k
および pJB12880RBSk を導入した UT26S 株を用いて PCA および VA 取り込み能を比較した結果、
pJB12880RBSk導入株では両基質の取り込み比活性が大幅に増加した (Fig. 2-6; Table 2-1)。pcaKの
RBS を pET21a(+)由来の RBS に置換したことで翻訳効率が上昇し、PcaK がより過剰に生産された
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ことで取り込み能が増加したものと考えられる。pJB12880RBSt を導入した SME002-3 株を用いて
PCA からの PDC生産を評価したところ、PCA 消費量と PDC 生産量は、ligABC を持つ pVAD4導入
株と同等に向上した (Fig. 2-9 and Table 2-2)。しかし、培養 4時間での変換された PCA に対する PDC
の収率は pJB12880RBSt 導入株 (87%)とベクター導入株 (89%)はほぼ同等であったのに対し、
pVAD4導入株では収率に低下が見られた (73%)。一方、pVAD4 + pJB12880RBSt導入株は最も速く
PCA を変換したが、いずれの培養時においても変換された PCA に対する PDCの収率が SME002-3
株よりも低かった。pVAD4 + pJB12880RBSt 導入株は培養 0.5–1 時間において培養液が黄色を呈し
たことから、PCA の芳香環開裂物質である CHMS が蓄積したことが示唆された。pVAD4 + 
pJB12880RBSt導入株では PCA の取り込みと PCA 変換速度の上昇に伴い CHMSが急速に蓄積し、
非酵素的に進行すると考えられている開環型 CHMS を閉環型 CHMS (ヘミアセタール型)に変換す
る分子内環化の段階が律速になったために、変換された PCAに対する PDC の収率が低下したと考
えられる。PCA からの PDC 生産においては代謝上の律速段階が存在するために、ligABCの発現強
化によって目的産物の収率に低下が見られたものの、リグニン由来芳香族化合物からの有用物質生
産系を構築する上で酵素遺伝子だけでなく transporter遺伝子の発現強化は物質変換の速度を向上さ
せるために有効であることが示された。 
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材料と方法 
 
供試菌、プラスミド、培養条件 
 第 2章で使用した菌株とプラスミドを Table 2-3、PCRに用いたプライマーを Table 2-4に示した。
培地、抗生物質、および基質は第 1章の「材料と方法」に示した。SYK-6 株およびその遺伝子破壊
株と大腸菌の培養は第 1章と同様の条件で行った。S. japonicum UT26S株は LB を用いて 30°C で培
養し、必要に応じて Kmおよび Nalをそれぞれ 50 mg/lと 25 mg/lとなるように添加した。 
 
酵素、試薬、基質、遺伝子操作 
各種酵素および試薬の使用方法は第 1章で示したメーカーの取扱説明書に従った。基本的な遺伝
子操作は、第 1章の「材料と方法」と同様に行った。PDC は森林総合研究所の中村博士から譲り受
けたものを使用した。PDC は 200 mMの濃度で pH 7–8となるように 1N NaOH を添加して溶解し、
-20C で保存した。 
 
エレクトロポレーション法によるプラスミド DNAの導入 
 UT26S株および遺伝子破壊株へのエレクトロポレーション法によるプラスミドDNAの導入は第
1章の「材料と方法」の SYK-6株の場合と同様の条件で行った。 
 
異種宿主での PCAと VAの取り込み実験 
 Kmを含む LB で前培養した UT26S(pJB861、pJB12880k、または pJB12880RBSk)株を 10 ml の同
培地に 0.1%植菌し、24時間培養した。得られた培養液の 3 mlを 4,800  g、4C、5 min の遠心分離
で集菌し、5 mlの 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5)で 2回洗浄した。OD600 = 5.0 となるように同緩衝
液に懸濁し、氷上にて休止細胞を調製した。50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5) 70 lに休止細胞と 100 
mM glucoseをそれぞれ 84 lと 21 l添加して 30Cで 5分間保温した。5分間の保温が経過したと
同時に [14C]基質を終濃度 20 Mとなるように 35 l添加し、全量 210 l、30Cで基質取り込み反
応を開始した (菌体の最終 OD600は 2.0、glucose は終濃度 10 mM)。反応後 0.25、0.5、1、2、3、5 
min ごとに 30 l のサンプルを回収した。その後は、第 1 章の「PCA と VA の取り込み実験」と同
様に行った。UT26S 株を用いた場合の取り込み比活性は、0.25–2 min の線形回帰から時間に対する
取り込み量 (nmol·min-1·mg-1)として算出した。 
 
阻害剤を用いた PCAの取り込み駆動力の解析 
 「異種宿主での PCA と VA の取り込み能の測定」と同様の操作で、UT26S の形質転換体の休止
細胞を調製した。50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5) 49 lに休止細胞 (OD600 = 5)と 100 mM glucoseをそ 
れぞれ 84 lと 21 l添加し、CCCP と DCCD をそれぞれ終濃度 100 Mとなるように 21 l添加し
て 30Cで 5分間保温した。阻害剤非添加条件には阻害剤の溶媒であるエタノールを終濃度 1% [v/v] 
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Table 2-3. 本章で使用した菌株とプラスミド 
 
aNalr, Smr, Kmr, Apr, and Tcr, resistance to nalidixic acid, streptomycin, kanamycin, ampicillin, and tetracycline, 
respectively. 
 
 
Table 2-4. 本章で使用したプライマー 
Target plasmid Primer Sequences (5 to 3) 
For gene disruption 
pAK-ligI 
 
 
 
For confirmation of gene disruption 
ligI 
 
For gene expression 
pET12880RBS 
 
ligI-inf-Top-F 
ligI-inf-Top-R 
ligI-inf-Bot-F 
ligI-inf-Bot-R 
 
ligI_conf 
ligI-inf-Bot-R 
 
Exp12880_F 
Exp12880_R 
 
CGGTACCCGGGGATCAAGGTCGCGGTGGTGAAG 
TGACTATGACTCAGAGCTGGTCTGCCTGTCCTA 
TCTGAGTCATAGTCATCGC 
CGACTCTAGAGGATCTGAATGTGGGGGAAAGCG 
 
GGACCTGACCGAGATGAACT 
CGACTCTAGAGGATCTGAATGTGGGGGAAAGCG 
 
GAAGGAGATATACATATGTCCGCAACGGATCCACG 
CTCGAATTCGGATCCTTACTTGCCGGCAGCCGTAA 
 
 
Strains or plasmids Relevant characteristic(s)a Reference or source 
Strains 
Sphingobium sp. 
SYK-6 
SME002-3 
SME148 
 
Sphingobium japonicum 
UT26S 
 
Escherichia coli 
HB101 
NEB 10-beta 
 
 
Plasmids 
pRK2013 
pET-21a(+) 
pJB861 
pJB866 
pAK405 
pKT230 
pVAD4 
pET12880RBS 
pJB12880t 
pJB12880k 
pJB12880RBSk 
 
pJB12880RBSt 
 
pAK-ligI 
 
 
Wild type; Nalr Smr 
SYK-6 derivative; ligI; Nalr Smr 
SYK-6 derivative; pcaK; Nalr Smr 
 
 
Wild type; Nalr 
 
 
recA13 supE44 hsd20 ara-14 proA2 lacY1 galK2 rpsL20 xyl-5 mtl-1 
araD139 (ara-leu)7697 fhuA lacX74 galK (ϕ80 lacZ ΔM15) recA1 endA1 nupG rpsL 
(Smr) (mrr-hsdRMS-mcrBC) 
 
 
Tra+ Mob+ ColE1 replicon; Kmr 
Expression vector; T7 promoter, Apr 
RK2 broad-host-range expression vector; Kmr Pm xylS 
RK2 broad-host-range expression vector; Tcr Pm xylS 
Plasmid for allelic exchange and markerless gene deletions in Sphingomonads; Kmr 
IncQ broad-host-range cloning vector; Kmr 
pKT230 with a 5.9-kb fragment carrying ligJABC 
pET-21a(+) with a 1.4-kb fragment carrying pcaK 
pJB866 with a 1.9-kb NcoI-digested PCR amplicon (blunted) carrying pcaK 
pJB861 with a 2.0-kb EcoRI-KpnI fragment carrying pcaK from pJB12880t 
pJB861 with a 1.4-kb EcoRI-XbaI (blunted) fragment carrying pcaK and its 5' upstream 
region from pET12880RBS 
pJB866 with a 2.5-kb EcoRI-NcoI fragment carrying pcaK and its 5' upstream region from 
pJB12880RBSk 
pAK405 with a 2.0-kb deletion cassette carrying up- and downstream regions of ligI 
 
 
 
(15) 
This study 
This study 
 
 
(97) 
 
 
(98) 
New England Biolabs 
 
 
 
(99) 
Novagen 
(100) 
(100) 
(101) 
(102) 
(96) 
This study 
This study 
This study 
This study 
 
This study 
 
This study 
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となるように 15 l 添加して実験を行った。5 分間の保温が経過したと同時に [14C]PCA を終濃度
20 Mとなるように 35 l添加し、全量 210 l、30C で PCA取り込み反応を開始した(菌体の最終
OD600は 2.0、glucoseは終濃度 10 mM)。その後の操作は第 1章の「PCAと VA の取り込み実験」に
従った。 
 
PcaKの動力学的性質の解析 
 「異種宿主での PCA と VA の取り込み能の測定」と同様の操作で、UT26S の形質転換体の休止
細胞を調製した。50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5) 40 lに休止細胞 (OD600 = 5)と 100 mM glucoseをそ
れぞれ 48 lと 12 l添加して 30Cで 5分間保温した。5分間の保温が経過したと同時に [14C]PCA
をそれぞれ終濃度 0、5、10、20、40、80 Mとなるように 20 l添加し、全量 120 l、30Cで PCA
取り込み反応を開始した(菌体の最終 OD600は 2.0、glucose は終濃度 10 mM)。反応後 0.25、1、2 min
ごとに 30 lのサンプルを回収した。その後の操作は第 1 章の「PCAと VA の取り込み実験」に従
った。 
 
PCAと VAの取り込み競合実験 
「異種宿主での PCA と VA の取り込み能の測定」と同様の操作で、UT26S 株の形質転換体の休
止細胞を調製した。50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5) 28 lに休止細胞 (OD600 = 5)と 100 mM glucoseを
それぞれ 48 lと 12 l添加して 30C で 5分間保温した。5分間の保温が経過したと同時に[14C]基
質と競合基質の混合液を 32 l添加し、全量 120 l、30C で基質取り込み反応を開始した(菌体の最
終 OD600は 2.0、glucoseは終濃度 10 mM、[14C]基質は終濃度 20 M、競合基質は終濃度 400 M)。
競合基質には VA、syringate、gallate、PCA、4-hydroxybenzoate、3-hydroxybenzoate、および benzoate
を用いた。その後の操作は第 1章の「PCA と VAの取り込み実験」に従った。 
 
pcaK高発現プラスミドの構築 
pcaK高発現プラスミドの構築に用いたプライマー (Exp12880_Fと Exp12880_R)は Table 2-4.に示
した。プライマーは pcaK の開始コドンから終止コドンまでの断片を増幅するように設計し、各プ
ライマーの末端には pET21a (+)の NdeI-BamHIサイトに相補的となる配列を付加した。SYK-6株の
total DNA を鋳型に本プライマーを用いて PCR により増幅し、In-fusion HD cloning kit (Takara 
Clontech)を用いて得られた増幅産物を NdeI消化した pAK405 にクローニングし、pET12880RBSを
作製した。pET12880RBSを XbaIで消化して平滑化後、EcoRIで消化して pET21a(+)の RBSと pcaK
を含む EcoRI-XbaI (平滑末端)を作製した。得られた断片を pJB861 の EcoRI-KpnI (平滑末端)サイト
に挿入して pJB12880RBSk を作製した。pJB12880RBSk を EcoRI と NcoI で消化した後、pJB866 の
同サイトに挿入して pJB12880RBStを作製した。 
 
 
65 
 
シークエンス解析 
シークエンス解析には MacVector (MacVector, Inc., NC, U.S.A.)を用いた。翻訳開始率の解析には
RBS calculator v2.0 (https://salislab.net/software/forward)を用いた (103)。解析に用いた配列は Table 2-
5に示した。競合実験における統計処理は One-way ANOVA with Dunnett’s multiple-comparison testを
用いて行った。 
 
Table 2-5. RBS calculatorでの解析に用いたプラスミドの配列 
Target plasmid Sequences (5 to 3) 
pJB12880k 
pJB12880RBSk 
ACGAGGCAGCGCACTCGGGGAGGGGATGAAGGGGTATGTCCGCAACGGATCCACGTGAGATCATCAACGA    
ATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGTCCGCAACGGATCCACGTGAGATCATCAACGA    
 
ligIの遺伝子破壊用プラスミドの構築、遺伝子破壊株の作製、および遺伝子破壊の確認 
 ligI 破壊用プラスミドの構築および遺伝子破壊の確認に用いたプライマーを Table 2-4 に示した。
各プライマーの設計、プラスミドの構築、遺伝子破壊株の作製、および遺伝子破壊の確認は第 1章
の「材料と方法」と同様の方法で行った。 
 
PCAからの PDC生産 
ligI 破壊株 (SME002-3)に pJB866、pJB12880RBSt または pKT230、pVAD4 を導入した株を Tc と
Kmを含む LB で前培養し、10 mlの同培地に 1%植菌して定常期まで(24–36時間)培養した。得られ
た培養液の 3 mlを 4,800  g、4C、5 min の遠心分離で集菌し、5 mlの 50 mM Tris-HCl buffer (pH 
7.5)で 2回洗浄した後、1 mlの同緩衝液に懸濁した。休止細胞を OD600 が 2.0 となるように同緩衝
液と終濃度 1 mM PCA を混合した。1 mlの反応系で調製し、調製後は直ちに 30C、1,500 rpm で振
とう培養を行った。反応溶液は 0、0.5、1、2、3、4時間ごとに 100 lのサンプルを回収した。サン
プルを 10 minの遠心分離によって菌体を除去し、50 lの上清溶液を 450 lの滅菌水と混合して希
釈した後、HPLC 分析によって基質の減少量を測定した。 
 
HPLCの分析条件 
HPLC のカラムは TSKgel ODS-140HTP (2.1×100 mm; Tosoh)を使用し、移動相はアセトニトリル
5%、水 95%、リン酸 0.1%として流速 0.3 ml/min で行った。検出波長は PCAは 259.2 nmで PDCは
315.2 nmとし、それぞれの保持時間 1.3 min と 2.4 min の各基質のピーク面積の減少を調べた。 
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第 3章 DDVA transporter DdvK の機能解析 
 
緒言 
 
 第 1 章において、Sphingobium sp. SYK-6 株の 5,5-dehydrodivanillate (DDVA)での生育と変換に必
須な major facilitator superfamily (MFS) transporter遺伝子として ddvK が同定された。アミノ酸配列相
同性に基づく系統解析および BLAST 検索から ddvK は既存の family に属さない新規の MFS 
transporterであることが示された。しかし、DdvKが DDVA transporterであることを明らかにするに
は、DdvKが DDVAの取り込み能を有することを証明することが望ましい。 
DDVAについては transporterの取り込み能評価に使用される標識化合物の入手が困難であること
から、最近、当研究室で SYK-6株の DDVA 代謝遺伝子の転写制御系を利用した細胞内 DDVAセン
シングシステムが開発された (Fig. 3-1) (110)。SYK-6 株において、DDVA 代謝の初発反応を行う
DDVA O-demethylase の oxygenase 成分をコードする ligXa は、自身の直上流に存在する MarR-type 
transcriptional regulator をコードする ddvR によって負に制御されており、DDVA の存在下で転写抑
制が解除されることが明らかとなっている (111)。DDVA センシングに用いる pS-XR は、広宿主域
ベクターpSEVA225 の lacZ 上流に ligXa promoter が配置され、さらに ddvR が挿入されたプラスミ
ドである。したがって pS-XR を導入した菌株が DDVA取り込み能を有する場合に lacZ 遺伝子が発
現するため、DDVA の取り込み能を-galactosidase活性で評価することができる。 
本章では、転写制御系を利用した DDVA センシングシステムを用いて、異種宿主で発現させた
DdvK による DDVA の取り込みについて生化学的解析を行うとともに、ddvK 破壊株の DDVA 取り
込み能を調べた。また、リグニン由来芳香族化合物からの有用物質生産において transporter遺伝子
の発現強化が有効であるかを検証するために、ddvK 高発現株による DDVA からの 2-pyrone-4,6-
dicarboxylate (PDC)生産能の評価を行った。 
 
 
Fig. 3-1. DdvR の転写制御系を利用した DDVA センシングシステムの模式図. 
DdvK, DDVA transporter; DdvR, MarR-type transcriptional regulator of the DDVA catabolic genes enzymes; 
LacZ, -galactosidase. PligXa, ligXa promoter region. Abbreviations: DDVA, 5,5-dehydrodivanillate.  
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結果 
 
1. ddvKの異種宿主発現と ddvK発現株の DDVA取り込み能 
ddvK発現の宿主として、ddvKおよび細胞内 DDVAセンシングに用いる pS-XR に含まれる ddvR
のホモログを有しておらず、DDVA変換能を持たない Sphingobium japonicum UT26S株を選択した。
また、ddvK の発現プラスミドとして pS-XR の ddvR 下流に ddvK を含む DNA 断片を挿入した pS-
XRK を作製した。はじめに UT26S 株において pS-XR のレポーター遺伝子 (lacZ)上流に連結した
ligXa promoterが機能するかを調べるために、pSEVA225 の lacZ 上流に ligXa promoter領域を導入し
た pS-X を持つ UT26S 株の-galactosidase 活性を測定した。ベクターである pSEVA225 を導入した
UT26S 株は LB で培養後 3 時間において-galactosidase 活性が検出されなかったのに対し、
UT26S(pS-X)株は 20,200 ± 300 Miller units の活性を示した (Fig. 3-2A, B)。この結果から、ligXa 
promoter は UT26S 株内で機能することが示された。一方、pS-X に ddvR が連結された pS-XR を導
入した UT26S 株は同条件において-galactosidase 活性を示さなかったことから、DdvR が ligXa 
promoter領域に結合してリプレッサーとして機能したことが示唆された (Fig. 3-2C)。また、培養時
に 5 mM DDVA を添加しても-galactosidase活性が増加しなかったことから、UT26S 株は DDVA を
細胞内に取り込めないことが示唆された。そこで pS-XR に ddvK を連結した pS-XRK を UT26S 株
に導入し、-galactosidase活性を測定した。その結果、UT26S(pS-XRK)株は LB 培養時には活性を示
さなかったが、5 mM DDVA存在下において経時的に-galactosidase 活性の上昇が観察された (Fig. 
3-2D)。以上の結果から、ddvKが UT26S株内で発現し、DDVA transporterとして機能したことが示
された。 
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Fig. 3-2. ddvK を導入した S. japonicum UT26S株の DDVA 取り込み実験. 
LB (open symbols)または 5 mM DDVA を含む LB (closed symbols)で培養した各プラスミドを導入し
た UT26S 株の-galactosidase 活性を測定した. (A, 〇) pSEVA225, (B, △) pS-X, (C, □) pS-XR, (D, 
◇) pS-XRK. 各パネルの左側は UT26S 株を用いた DDVA センシングシステムの模式図. 右側は-
galactosidase活性の測定結果を示した. 推定 ligXa promoter領域, ddvR, ddvK, lacZ, および DDVAは
それぞれ紫, 緑, 赤, 黒, および青で示す. DdvR の非活性型は灰色で示す. Abbreviations: DDVA, 5,5-
dehydrodivanillate; IM, inner membrane. 
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2. ddvK破壊株および相補株の DDVA取り込み能 
SYK-6株において DdvKが DDVAの取り込みに真に関与するのかを明らかにするために、pS-XR
を導入したddvK 株を用いて 5 mM DDVA を含む LB で培養した時の-galactosidase 活性を測定し
た。その結果、培養 1時間後の SYK-6(pS-XR)株の-galactosidase活性は 860 ± 70 Miller unitsであっ
たのに対し、ddvK(pS-XR)株は 70 ± 20 Miller unitsと培養開始時からの活性上昇は観察されなかっ
た (Fig. 3-3)。一方、pS-XRKを導入したddvK株は-galactosidase 活性を示したことから、ddvK株
の DDVA取り込み能の欠損は ddvK の欠失によることが明らかとなった。また、SYK-6(pS-XRK)株
とddvK(pS-XRK)株は、SYK-6(pS-XR)株と比べて培養 1時間の時点の-galactosidase活性が約 10%
増加した (940 ± 100, 920 ± 150 Miller units)。以上の結果から、ddvK は SYK-6株において DDVAの
取り込みに必須のMFS transporter遺伝子であることが明らかとなった。 
 
 
Fig. 3-3. ddvK 破壊による DDVA 取り込み能への影響 
5 mM DDVAを含む LB で培養した SYK-6(pS-XR)株 (○), SYK-6(pS-XRK)株 (●), ddvK(pS-XR)株 
(□), およびddvK(pS-XRK)株 (■)の-galactosidase活性を測定した. 
 
  
71 
 
3. DDVA取り込みにおける基質濃度と-galactosidase活性の相関性 
 DDVA 取り込みにおける DDVA 添加濃度と-galactosidase 活性の相関性を調べるために、
UT26S(pS-XRK)株を 50、100、200、300、500、1000、または 5000 Mの DDVA を含む LB で 1時
間培養した時の-galactosidase 活性を測定した。その結果、50–200 M DDVAでは 10,000 Miller units
までほぼ直線的に活性が増加したが、300 M 以上で-galactosidase 活性の飽和が観察された (Fig. 
3-4)。 
 
 
Fig. 3-4. 異なる DDVA濃度における UT26S(pS-XRK)株の-galactosidase活性. 
LB または 50, 100, 200, 300, 500, 1000, または 5000 M の DDVA を含む LB で 1 時間培養した
UT26S(pS-XRK)株の-galactosidase 活性を測定した. 
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4. DdvKの基質範囲 
DdvKが DDVA以外の基質を認識するのかを調べるために、UT26S(pS-XRK)株を 50 M DDVAと
100 Mの芳香族化合物の両基質を含む LB で 1時間培養した時の-galactosidase活性を測定した。
競合させる芳香族化合物には syringate、VA、PCA、4-hydroxybenzoate、benzoate、sinapinate、ferulate、
caffeate、p-coumarate、cinnamate、coniferyl aldehyde、および coniferyl alcoholを使用した。その結果、
ferulate との競合時に-galactosidase 活性が 50%に低下した (競合基質非添加時の活性, 1,660 ± 170 
Miller units [100%]) (Fig. 3-5)。一方、他の基質の存在時には-galactosidase活性の有意な阻害は観察
されなかった。 
 
 
Fig. 3-5. DdvKの DDVA 取り込み競合実験. 
50 M DDVA と 100 Mの競合基質を含む LB で培養した UT26S(pS-XRK)株の-galactosidase 活性
を測定した. 競合基質には syringate, VA, PCA, 4-hydroxybenzoate, benzoate, sinapinate, ferulate, caffeate, 
p-coumarate, cinnamate, coniferyl aldehyde, または coniferyl alcoholを用いた. 競合基質を含まない時
の UT26S(pS-XRK)株の-galactosidase 活性 (1,660 ± 170 Miller units)を 100%とした時の相対値で示
した. 統計処理は One-way ANOVA with Dunnett’s multiple-comparison testを用いて行った. *, P < 0.05. 
Abbreviations: VA, vanillate; PCA, protocatechuate. 
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5. ddvK導入株の ferulate変換能 
DdvK が ferulate の輸送に関与するかを調べるために、ddvK 株 および ddvK を導入した SYK-6
株とddvK 株の ferulate変換能を測定した。LB で培養した SYK-6(pJB866)株、SYK-6(pJB07710)株、
ddvK(pJB866)株、およびddvK(pJB07710)株の休止細胞 (OD600 = 2.0)と 200 M の ferulate を混合
し、溶液中の基質の減少量を HPLC で測定した。その結果、上記 4 株の間で ferulate 変換能に差異
は見られず、ddvK は ferulate の変換には関与しないことが示された (Fig. 3-6)。したがって DdvKは
ferulate の認識能を有するものの輸送能は持たない DDVA に特異的な transporter であることが強く
示唆された。 
 
Fig. 3-6. ddvK 株および ddvK導入株の ferulate変換能. 
SYK-6(pJB866)株 (〇), SYK-6(pJB07710)株 (●), ddvK(pJB866)株 (□), およびddvK(pJB07710)株 
(■)の 200 M ferulate変換能を測定した. 各 symbol は〇の後ろに全て隠れている.  
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6. PDC hydrolase遺伝子 (ligI)破壊株の DDVA生育能 
SYK-6 株は DDVA の代謝時に 5-carboxyvanillate (5CVA)と 4-carboxy-2-hydroxypenta-2,4-dienoate 
(CHPD)を中間代謝物として生成する (Fig. 3-7)。5CVAは PDC を経由して代謝されることが明らか
にされており、CHPDも炭素源として利用されると推定されている。第2章で作製したPDC hydrolase
遺伝子 ligI の破壊株 (SME002-3 株)について、5 mM DDVA を単一炭素源として含む Wx 培地での
生育能を評価した。その結果、SME002-3 株は野生株と比較して生育能の低下が見られたものの、
DDVA を単一炭素源として生育することが明らかとなった (Fig. 3-8A)。また、培養終了後の培養液
上清を HPLCで分析した結果、約 5 mMの PDCの蓄積が認められた (Fig. 3-8B)。以上のことから、
SME002-3 株は DDVA での培養時に CHPD を炭素源として生育し、5CVA から PDC を生産するこ
とが示された。 
 
 
Fig. 3-7. Sphingobium sp. SYK-6株の DDVA 代謝経路.  
Enzymes: LigXa, oxygenase component of DDVA O-demethylase; LigXc, ferredoxin of DDVA O-
demethylase; LigXd, ferredoxin reductase of DDVA O-demethylase; LigZ, OH-DDVA dioxygenase; LigY, 
meta-cleavage compound hydrolase; LigW and LigW2, 5CVA decarboxylase; LigM, vanillate O-demethylase; 
LigA and LigB, small and large subunits of protocatechuate 4,5-dioxygenase; LigC, 4-carboxy-2-
hydroxymuconate-6-semialdehyde dehydrogenase; LigI, PDC hydrolase; LigU, 4-oxalomesaconate 
tautomerase; LigJ, 4-oxalomesaconate hydratase; LigK, 4-carboxy-4-hydroxy-2-oxoadipate 
aldolase/oxaloacetate decarboxylase. Abbreviations: DDVA, 5,5-dehydrodivanillate; OH-DDVA, 2,2,3-
trihydroxy-3-methoxy-5,5-dicarboxybiphenyl; 5CVA, 5-carboxyvanillate; CHPD, 4-carboxy-2-
hydroxypenta-2,4-dienoate; PDC, 2-pyrone-4,6-dicarboxylate. 
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Fig. 3-8. ligI株 (SME002-3)の DDVA生育能. 
(A) SYK-6株 (○)および SME002-3株 (◆)を 5 mM DDVAを含むWx培地に植菌して OD660を経時
的に測定した. (B) SME002-3 株を 5 mM DDVAを含むWx培地で培養 120時間後の上清中の HPLC
クロマトグラム. PDC の保持時間, 0.9 min. Abbreviations: PDC, 2-pyrone-4,6-dicarboxylate. 
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7. ddvK過剰発現の DDVAからの PDC生産へ与える影響 
 第 1章において、ddvKとその上流領域 388 bpを Pm promoterの下流に挿入した pJB07710を持つ
SYK-6株はベクター導入株と比較して DDVA生育能と変換能が顕著に上昇した (Fig. 1-11, 1-16)。
また、DDVA 取り込み実験においても SYK-6 株に ddvK を導入することで-galactosidase 活性が向
上した (Fig. 3-3)。これらの結果は、プラスミドを用いた ddvKの導入によって transporter遺伝子の
発現量が増加し、DDVA取り込み能が向上したものと推察される。そこで、ddvK過剰発現が DDVA
からの PDC生産に与える影響を調べた。 
pJB07710 を導入した SME002-3 株を用いて、5 mM DDVA を唯一の炭素源として培養した時の
DDVA 生育能を評価した。その結果、SME002-3(pJB866)株はおよそ 56 時間で定常期に到達したの
に対し、同条件で培養した SME002-3(pJB07710)株は 48 時間で定常期に達しており、SME002-
3(pJB866)株と比較して定常期に至るまでの時間が約 8時間短縮された (Fig. 3-9A)。また、両株の 5 
mM DDVA 生育時の DDVA 変換量と PDC 生産量を経時的に測定した。その結果、SME002-
3(pJB07710)株の培養 48 時間での DDVA 変換量と PDC 生産量は、SME002-3(pJB866)株を用いた時
のそれぞれ 1.35倍 (4.66 ± 0.02 mM vs 3.46 ± 0.03 mM)と 1.34 倍 (4.30 ± 0.02 mM vs 3.22 ± 0.05 mM)
に増加した (Fig. 3-9B)。培養 72時間ではどちらの株も DDVA を完全に変換しており、PDCの収率
も 96–97%と同等であった。以上の結果から、ddvK の過剰発現は SME002-3 株の DDVA 生育速度、
DDVA 変換速度、および PDC 生産速度を向上させることが示された。 
 
 
Fig. 3-9. ddvK の過剰発現株による DDVA からの PDC 生産. 
(A) LB で培養した SME002-3(pJB866)株 (○)および SME002-3(pJB07710)株 (●)を 5 mM DDVA を
含むWx培地に OD660が 0.2となるように植菌し, OD660を経時的に測定した. (B) 5 mM DDVA を含
むWx培地で培養後 0, 12, 24, 36, 48, 60, および 72時間の際にそれぞれサンプルを回収して HPLC
で測定し, SME002-3(pJB866)株 (open symbols)および SME002-3(pJB07710)株 (closed symbols)の
DDVA 変換量 (circles)と PDC 生産量 (square)を評価した. 
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考察 
 
 Transporterの基質取り込み能は主に放射性標識された基質を用いて測定されるが、DDVA につい
ては放射性標識基質の入手は困難である。本章では、DdvKが DDVAの取り込みに関与することを
証明するために、当研究室で開発された DDVA 代謝遺伝子の転写制御系を利用した細胞内 DDVA
センシングシステムを用いて、異種宿主で発現させた DdvK の DDVA 取り込み能を評価した (Fig. 
3-1)。その結果、ddvK の導入によって UT26S 株が DDVA 取り込み能を獲得することが示された 
(Fig. 3-2D)。また、本システムを用いた測定により、ddvK 株が DDVA 取り込み能を欠損しており、
ddvKを相補することで機能が回復することが示された (Fig. 3-3)。以上の結果から、SYK-6株にお
いて DdvKが DDVA の取り込みに必須な transporterであることが明らかとなった。 
DdvKの基質範囲を調べた結果、ferulateの競合時に DDVA の取り込みを示す-galactosidase 活性
が低下したことから (Fig. 3-5)、DdvKが ferulateの取り込み能を持つ可能性が考えられた。しかし、
ddvK 株の ferulate変換能は SYK-6株と差異がなく、ddvK を導入した SYK-6株とddvK 株も SYK-
6株と同等の ferulate変換能を示した (Fig. 3-6)。以上のことから、DdvKは ferulateの認識能を有す
るものの輸送能は持たない DDVAに特異的な transporterであることが強く示唆された。 
本研究では DdvK の DDVA 取り込みに必要なエネルギー源については明らかにすることができ
なかった。DDVA 取り込み実験で使用した pS-XR による DDVA センシングシステムは、細胞内で
合成された LacZの-galactosidase 活性を指標にしている。細胞膜を介したプロトン濃度勾配の形成
を 阻 害 す る carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone や ATP 合 成 を 阻 害 す る N,N-
dicyclohexylcarbodiimide (DCCD)は、LacZ の合成にも影響する可能性が考えられたため、これら阻
害剤を用いた解析は実施しなかった。DdvKはMFS transporterに属することから DDVA の輸送にプ
ロトン駆動力を利用すると予想されるが、第 1章において SYK-6株の DDVA 変換能は DCCD存在
下でも顕著な阻害を受けていた (Fig. 1-4)。DCCD は ATP synthase のプロトンを輸送する部位の酸
性アミノ酸残基のカルボキシ基を修飾し、ATP synthaseの構造変化を邪魔することで ATP 合成を阻
害している (104, 105)。一方で Escherichia coli が持つ multidrug/H+ antiporter family に属する MFS 
transporter MdfA において、膜貫通領域中に存在する 34番目のアスパラギン酸が DCCDによる修飾
を受けることで、MdfA と基質である tetraphenylphosphoniumの結合力が低下することが報告されて
いる (106)。DCCD によるアミノ酸修飾反応は、膜貫通領域等の疎水性環境下にあるプロトン化さ
れたカルボキシ基に対して起こると考えられている (104)。DdvKの 12個ある推定膜貫通領域の中
には酸性アミノ酸残基が 2 個見いだされており (D263 と E355)、これらの残基のカルボキシ基が
DCCD による修飾を受けたことで DDVA の輸送能が阻害された可能性が考えられる。一方、SYK-
6株の PcaKは DGXDモチーフと呼ばれる基質の輸送に重要な酸性アミノ酸残基を 1個目の膜貫通
領域の中央に持つと推定されるが、異種宿主発現した PcaK の[14C]PCA 取り込み能は DCCD によ
る阻害を受けなかった (Fig. 2-2)。二量体化合物の DDVA を輸送する DdvKの基質結合部位は PCA
を輸送する PcaKよりも広いことが予想され、両者の基質結合ポケットの大きさの違いが DCCDに
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対する感受性に影響しているのかもしれない。 
本章では、ddvK の過剰発現が DDVA からの PDC生産に与える影響について調査した。pJB07710
を導入した SME002-3 株を用いて 5 mM DDVA 生育時の PDC 生産能を評価したところ、本株は定
常期に達するために要する時間がベクター導入株と比べて 8時間短縮され (Fig. 3-9A)、DDVA の完
全変換および PDC の生産に要する時間も減少した (Fig. 3-9B)。また、pJB07710 導入株とベクター
導入株の DDVA 完全変換後の PDC の収率は 96–97%と同等であった。以上のことから、ddvK の過
剰発現は PDC の収率に影響を与えることなく SME002-3 株の DDVA での生育、DDVA 変換、およ
び PDC 生産の速度を向上させることが示された。本研究の成果は、リグニン由来芳香族化合物か
らの有用物質生産系を構築する上で transporter遺伝子の発現強化が物質生産に必要とされる時間を
短縮するのに有用であることを示しており、有用物質生産のための代謝工学ツールになり得ること
を実証した。 
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材料と方法 
 
供試菌、プラスミド、培養条件 
 第 3章で使用した菌株とプラスミドを Table 3-1、PCRに用いたプライマーを Table 3-2に示した。
培地、抗生物質、および基質は第 1章の「材料と方法」に示した。SYK-6 株、遺伝子破壊株、大腸
菌、および S. japonicum UT26S株の培養は第 1章と同様の条件で行った。 
 
酵素、試薬、基質、遺伝子操作 
各種酵素および試薬の使用方法は第 1章で示したメーカーの取扱説明書に従った。基本的な遺
伝子操作は、第 1章の「材料と方法」と同様に行った。 
 
エレクトロポレーション法によるプラスミド DNAの導入 
 SYK-6株、遺伝子破壊株、およびUT26S株へのエレクトロポレーション法によるプラスミドDNA
の導入は第 1章の「材料と方法」の SYK-6株の場合と同様の条件で行った。 
 
シークエンス解析 
シークエンス解析および統計処理は第 2章の「シークエンス解析」と同様のプログラムを用いて
行った。 
 
レポーターアッセイ用プラスミドの構築 
レポーターアッセイ用プラスミドの構築に用いたプライマーは Table 3-2.に示した。プライマー
は推定 ligXa promoter領域または ddvR から推定 ligXa promoter領域を増幅するように設計し、各プ
ライマーの末端には pSEVA225 の HindIII サイトに相補的となる配列を付加した。SYK-6 株の total 
DNA を鋳型に本プライマーを用いて PCRにより増幅し、In-fusion HD cloning kit (Takara Clontech)
を用いて得られた増幅産物を HindIII消化した pSEVA225 にクローニングし、pS-X と pS-XR を作製
した。pJB07710を BamHI-EcoRIで消化し、pS-XRの同サイトに挿入して pS-XRKを作製した。 
 
推定 ligXa promoterの活性測定 
Kmを含む LB で SYK-6 株および形質転換体を前培養し、得られた培養液を OD600が 2.0 となる
ように LB または 5 mM DDVA、VA、syringate、ferulateまたは PCA を含む LB に植菌した。500 l 
の反応系で調製後は速やかに 1 時間、30C、1,500 rpm で振とう培養した。1 時間培養した後にサ
ンプルを 120l回収し、その内の 80lで OD600を測定した。回収したサンプルの 20lを 80 lの
permeabilization solution (100 mM Na2HPO4, 20 mM KCl, 2 mM MgSO4, 0.8 mg/ml 
hexadecyltrimethylammonium bromide, 0.4 mg/ml sodium deoxycholate, 5.4 l/ml -mercaptoethanol)を加
えて30Cで30 分間溶菌させた。溶菌後、600 lの substrate solution (60 mM Na2HPO4, 40 mM NaH2PO4, 
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1 mg/ml 2-nitrophenyl--D- galactopyranoside, and 2.7 l/ml β-mercaptoethanol)を加えて 30C で 5 min
反応させた。その後、700 lの stop solution (1 M Na2CO3)を加えて酵素反応を停止させ、18,800 × g、
10 min、4C で遠心分離した。遠心後の上清溶液 200 l を平底 96-well plateに移し、multimode plate 
reader (Infinite 200 PRO, TECAN Co., Ltd.)を用いて OD420 を測定した。β-galactosidase活性は modified 
Miller assay (https://openwetware.org/wiki/Beta-Galactosidase_Assay_(A_better_Miller))に従って算出し
た (107, 108)。 
 
Sphingobium japonicum UT26S株での DDVA取り込み実験 
Kmを含む LB で pS-X、pS-XR、または pS-XRKを導入した UT26S株を前培養し、得られた培養
液を OD600 = 1.0 となるように LB または 5 mM DDVA を含む LB に植菌した。500 l の反応系で調
製後し、30C、1,500 rpmで振とう培養した。反応後 0、1、2、3時間ごとに 120 lのサンプルを回
収し、その後は「推定 ligXa promoterの活性測定」と同様に β-galactosidase活性を測定した。 
 
Table 3-1. 本章で使用した菌株とプラスミド 
aNalr, Smr, Kmr, Apr, and Tcr, resistance to nalidixic acid, streptomycin, kanamycin, ampicillin, and tetracycline, respectively. 
 
Table 3-2. 本章で使用したプライマー 
Target plasmid Primer Sequences (5 to 3) 
Construction of plasmids 
pS-X 
 
pS-XR 
 
 
pSEVA225_ligXa_F 
pSEVA225_ligXa_R 
pSEVA225_ligXa-ddvR_F 
pSEVA225_ligXa_R 
 
GCAGGCATGCAAGCTGCGTGGAGCGGCACTATA 
TTTTCCTCCTAAGCTTGGCCTCTCTCTCCTGGC 
GCAGGCATGCAAGCTTCAGGGCGTGGACGCCAG 
TTTTCCTCCTAAGCTTGGCCTCTCTCTCCTGGC 
 
Strains or plasmids Relevant characteristic(s)a Reference or source 
Strains 
Sphingobium sp. 
SYK-6 
SME002-3 
SME133 
 
Sphingobium japonicum 
UT26S 
 
Escherichia coli 
HB101 
NEB 10-beta 
 
 
Plasmids 
pRK2013 
pAK405 
pJB866 
pSEVA225 
pAK07710 
pJB07710 
pS-X 
pS-XR 
pS-XRK 
 
 
Wild type; Nalr Smr 
SYK-6 derivative; ligI; Nalr Smr 
SYK-6 derivative; ddvK; Nalr Smr 
 
 
Wild type; Nalr 
 
 
recA13 supE44 hsd20 ara-14 proA2 lacY1 galK2 rpsL20 xyl-5 mtl-1 
araD139 (ara-leu)7697 fhuA lacX74 galK (ϕ80 lacZ ΔM15) recA1 endA1 nupG 
rpsL (Smr) (mrr-hsdRMS-mcrBC)  
 
 
Tra+ Mob+ ColE1 replicon; Kmr 
Plasmid for allelic exchange and markerless gene deletions in Sphingomonads; Kmr 
RK2 broad-host-range expression vector; Tcr Pm xylS 
RK2 lacZ promoter probe broad host range vector; Kmr 
pAK405 with a 2.0-kb deletion cassette carrying up- and downstream regions of ddvK 
pJB866 with a 2.0-kb StuI-BamHI fragment of 3.2-kb PCR amplicon carrying ddvK 
pSEVA225 with a 0.2-kb PCR amplicon carrying ligXa promoter region 
pSEVA225 with a 0.8-kb PCR amplicon carrying ddvR and ligXa promoter region 
pS-XR with a 2.0-kb BamHI-EcoRI fragment carrying ddvK 
 
 
(15) 
This study 
This study 
 
 
(97) 
 
 
(98) 
New England Biolabs 
 
 
 
(99) 
(101) 
(100) 
(109) 
This study 
This study 
This study 
This study 
This study 
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SYK-6株およびddvK株での DDVA取り込み実験 
Km を含む LB で pS-X、pS-XR、または pS-XRK を導入した SYK-6 株およびddvK 株を前培養
し、得られた培養液を OD600が 2.0 となるように LB または 5 mM DDVA を含む LB に植菌した。
500 l の反応系で調製後は速やかに 30C、1,500 rpmで振とう培養した。反応後 0、1、2、3時間ご
とに 120 lのサンプルを回収し、その後は「推定 ligXa promoterの活性測定」と同様に β-galactosidase
活性を測定した。 
 
DDVA取り込み実験の基質濃度依存性 
Kmを含む LB で UT26S(pS-XRK)株を前培養し、得られた培養液を OD600が 1.0 となるように LB
または 50、100、200、300、500、1000、5000 Mの DDVA を含む LB に植菌した。500 l の反応系
で調製後は速やかに 30C、1,500 rpmで振とう培養した。反応 1時間後に 120 lのサンプルを回収
し、その後は「推定 ligXa promoterの活性測定」と同様に β-galactosidase活性を測定した。 
 
DDVA取り込みの競合実験 
Kmを含む LB で UT26S(pS-XRK)株を前培養し、得られた培養液を OD600が 1.0 となるように 50 
M DDVAと 100Mの競合基質を含む LBに植菌した。500 l の反応系で調製後は速やかに 30C、
1,500 rpm で振とう培養した。反応 1 時間後に 120 l のサンプルを回収し、その後は「推定 ligXa 
promoterの活性測定」と同様に β-galactosidase活性を測定した。競合基質には syringate、VA、PCA、
4-hydroxybenzoate、benzoate、sinapinate、ferulate、caffeate、p-coumarate、cinnamate、coniferyl aldehyde、
または coniferyl alcoholを使用した。 
 
ddvK株および相補株の DDVA変換能の測定 
Km を含む LB で pJB861 および pJB07710 を導入した SYK-6 株またはddvK 株を前培養し、10 
mlの同培地に 1%植菌して 24時間培養した。得られた培養液の 3 mlを 4,800  g、4C、5 min の遠
心分離で集菌し、5 mlの 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5)で 2回洗浄した後、1 mlの同緩衝液に懸濁
した。休止細胞を OD600 が 2.0 となるように同緩衝液と終濃度 200 M ferulateを混合した。500 l
の反応系で調製し、調製後は直ちに 30C、1,500 rpm で振とう培養を行った。反応後は 0、10、20、
30、60、90 min の時に 100 lのサンプルを回収した。サンプルを 10 min の遠心分離によって菌体
を除去し、50 lの上清溶液を 200 lの滅菌水と混合して希釈した後、HPLC 分析によって基質の
減少量を測定した。 
 
HPLCの分析条件 
HPLC のカラムは TSKgel ODS-140HTP (2.1×100 mm; Tosoh)を使用し、移動相は ferulate の分析で
はアセトニトリル 10%、水 90%、ギ酸 0.1%とし、DDVA ではアセトニトリル 20%、水 80%、ギ酸
0.1%とし、流速 0.5 ml/min で行った。また、PDCの分析にはアセトニトリル 15%、水 85%、リン
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酸 0.1%、流速 0.3 ml/min で行った。検出波長は ferulate は 322.6 nm、DDVA は 223.8 nm、PDC は
315.2 nmとし、それぞれの保持時間 1.8 min、2.0 min、および 0.9 minの各基質のピーク面積の減少
を調べた。 
 
ligI破壊株の DDVA生育能 
SYK-6 株と ligI 破壊株 (SME002-3)をそれぞれ Nal を含む LB で 24 時間培養し、培養液 3 ml を
4800  g、4C、5 minの遠心分離で集菌した。菌体を 4 mlのWx培地で 2回洗浄した後に、1 mlの
同培地に懸濁した。5 mM の DDVA を添加した Wx 液体培地 OD660 が 0.2 となるように植菌し、
TVS062CA bio-photorecorder (Advantec Co., Ltd., Tokyo, Japan)を用いて 30C、60 rpmで振盪培養し
OD660を経時的に測定した。 
 
DDVAからの PDC生産 
Tcを含む LB で pJB0866または pJB07710 を導入した SME002-3株を前培養し、10 mlの同培地に
1%植菌して定常期まで(24時間)培養した。得られた培養液の 3 mlを 4,800  g、4C、5 min の遠心
分離で集菌し、5 mlのWx培地で 2回洗浄した後、1 mlの同培地に懸濁した。菌体を OD600 が 0.2
となるように 5 mM DDVA と Tc を含む 5 ml の Wx 培地に植菌し、30C、60 rpm で振とう培養し
た。培養後 0、12、24、36、48、60、72.時間ごとに 50 lのサンプルを回収した。サンプルを 10 min
の遠心分離によって菌体を除去し、20 l の上清溶液を 180 l の滅菌水と混合して希釈した後、
HPLC 分析によって DDVA の減少量と PDCの生産量を測定した。 
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総括 
 
植物細胞壁の主要成分の一つであるリグニンは、地球上で最も豊富に存在する芳香族化合物であ
り、リグニンを原料として工業的に有用なマテリアルや基幹化合物を生産することが期待されてい
る。特に最近では、高分子リグニンを化学的に処理して得られる低分子芳香族化合物をバクテリア
が持つ多様な代謝系を用いて利用価値の高い有用中間代謝物に変換する戦略が注目を集めている。 
Sphingobium sp. SYK-6株は、リグニン由来の biphenyl化合物である 5,5-dehydrodivanillate (DDVA)
の資化性菌として単離されたグラム陰性好気性菌であり、様々なリグニン由来の二量体および単量
体化合物を唯一の炭素源、エネルギー源として生育することができる。現在までに SYK-6 株のリ
グニン由来芳香族化合物の代謝経路と酵素遺伝子のかなりの部分が明らかにされ、各リグニン由来
化合物は vanillateと syringate に集約して代謝されることが示されている。vanillateの代謝中に生成
する 2-pyrone-4,6-dicarboxylate (PDC)は、高機能性有機材料の原料化合物として利用できることから、
リグニンの有効利用法の一つとして、SYK-6 株の代謝系を用いた高効率な PDC 生産系の構築が期
待される。バクテリアによる高効率な物質生産系の構築には、代謝系の強化に加えて基質の細胞内
への取り込み能を強化することが有効と考えられるが、リグニン由来化合物の取り込みに関する知
見は他のバクテリアを含めてほとんど得られていなかった。本研究では、バクテリアによるリグニ
ン由来芳香族化合物の取り込みシステムを明らかにするとともに、transporter 遺伝子の発現強化が
リグニン由来芳香族化合物からの有用物質生産能の向上に有効であるかを検証することを目的と
した。 
 第 1 章では、SYK-6 株が有するリグニン由来芳香族化合物の transporter 遺伝子の同定を行った。
阻害剤を用いた実験から、SYK-6株は protocatechuate (PCA)、vanillate、syringate、ferulate、および
DDVA の取り込みにプロトン駆動力を主に利用することが示唆された。これらの結果と、SYK-6株
のゲノム中には推定の major facilitator superfamily (MFS) transporter遺伝子が 67個と数多く存在する
ことから、各基質の取り込みにはプロトン駆動力を利用する MFS transporterが関与すると予想され
た。SYK-6株が有する 67個の推定 MFS transporterの遺伝子破壊株を作製してリグニン由来芳香族
化合物での生育能を網羅的に調べた。その結果、PCA での正常な生育に必要な SLG_12880 (pcaK)
と DDVA での生育に必須な SLG_07710 (ddvK)を同定した。放射性標識化合物を用いた遺伝子破壊
株の取り込み能の解析から、PcaKはPCAの主要な取り込みを担う transporterであることが示され、
vanillate の取り込みにも一部関与していることが示唆された。また、ddvK 破壊株が DDVA 変換能
を欠損していたことから、DdvKは DDVA の取り込みを担う必須の transporterであることが強く示
唆された。アミノ酸配列の相同性および系統解析から、PcaKはMFS transporterの subfamilyである
aromatic acid/H+ symporter familyに属し、DdvKは新規のMFS transporterであることが示された。 
 第 2章では、pcaK の異種宿主発現により、PcaKの生化学的諸性質を明らかにした。PcaKは PCA
に加えて vanillate の取り込み能を有することが示され、syringate、4-hydroxybenzoate、および 3-
hydroxybenzoate の輸送能も持つことが示唆された。また、PCA の輸送にはプロトン駆動力を必要
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とすることが明らかとなり、PcaKの PCAに対する基質親和性は既知の PCA transporterより低いこ
とが示唆された。また、PDC を蓄積する SYK-6株の PDC hydrolase 遺伝子破壊株において pcaKを
高発現させたところ、PCA 変換速度と PDC生産速度を増加させることが示された。 
第 3 章では、DDVA 代謝遺伝子の転写制御系を利用した細胞内 DDVA センシングシステムを用
いて、ddvKの異種発現株と SYK-6株の ddvK破壊株の DDVA 取り込み能を解析し、DdvKが DDVA
の取り込みに必須な transporter であることを明らかにした。また DdvK は ferulate の認識能を有す
るが輸送能は持たない DDVA に特異的な transporter であることが強く示唆された。PDC hydrolase
遺伝子破壊株を用いた DDVAからの PDC 生産では、ddvK を高発現させることにより、DDVAでの
生育、DDVA変換、および PDC 生産の各速度が向上することが示された。 
本研究により SYK-6 株が有する 2 つのリグニン由来芳香族化合物 transporter 遺伝子が同定され、
各 transporter の生化学的特性が明らかとなった。また、transporter 遺伝子の高発現が、リグニン由
来芳香族化合物からの物質生産速度を向上させるのに有効であることが示された。本研究で得られ
た知見は、リグニンからの高効率な物質生産系を開発する上で重要な指針を与えるものと考えられ
る。 
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Supplemental Data 
 
Supplemental Table 1. 芳香族酸の transporter 
Family or 
subfamily 
Proteina Strain Accession no. Component 
Substrate or 
putative substrate 
Reference 
2.A.1. Major facilitator superfamily (MFS)     
 2.A.1.15. Aromatic acid/H+ symporter (AAHS) family     
  BenK* Acinetobacter sp. ADP1 CAG68298.1 - Benzoate (55) 
  VanK Acinetobacter sp. ADP1 CAG67874.1 - PCA, 4-Hydroxybenzoate (40) 
  PcaK* Acinetobacter sp. ADP1 CAG68551.1 - VA, PCA, 4-Hydroxybenzoate (40, 41) 
  CadK Bradyrhizobium sp. HW13 BAB78523.1 - 2,4-Dichlorophenoxyacetate (87) 
  PmdK Comamonas sp. E6 GAO68738.1 - PCA, 4-Hydroxybenzoate (42) 
  
GenK* Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 
(RES167) 
NP_602219.1 - Gentisate (43, 60) 
  
VanK Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 
(RES167) 
NP_601586.1 - VA (43) 
  
PcaK Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 
(RES167) 
NP_600304.1 - PCA, 4-Hydroxybenzoate (43) 
  
BenK* Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 
(RES167) 
NP_601609.1 - Benzoate (43, 56) 
  
TfdK* Cupriavidus necator JMP134 
(formerly Ralstonia eutropha) 
AAZ65767.1 - 2,4-Dichlorophenoxyacetate (57) 
  
BenP* Cupriavidus necator JMP134 
(formerly Ralstonia eutropha) 
AAZ63295.1 - 3-Chlorobenzoate (58) 
  MhpT* Escherichia coli K-12 substr. W3110 APC50650.1 - 3-(3-Hydroxyphenyl) propionate (61) 
  MhbT* Klebsiella pneumoniae M5a1 AAW63412.1 - 3- Hydroxybenzoate (59) 
  Orf1 Nocardioides sp. KP7 BAA23264.1 - 1-Hydroxy-2-naphthoate (88) 
  BenK Pseudomonas putida KT2440 AAN68773.1 - Benzoate (79) 
  GalT* Pseudomonas putida KTGAL CBJ94499.1 - Gallate (44) 
  PcaK* Pseudomonas putida PRS2000 AAA85137.1 - PCA, 4-Hydroxybenzoate (45, 46) 
  HppK Rhodococcus globerulus PWD1 AAB81315.1 - 3-(3-Hydroxyphenyl)propionate (85) 
  TsdT Rhodococcus jostii RHA1 ABG93673.1 - -Resorcylate (89) 
  BopK Rhodococcus sp. 19070 AAK58907.1 - Benzoate (86) 
        
 2.A.1.6. Metabolite/H
+ symporter (MHS) family     
  MopB Burkholderia cepacia Pc701 [plasmid pMOP] AAB41509.1 - 4-Methyl-o-phthalate, Phthalate (65) 
  CouT Rhodococcus jostii RHA1 ABG96912.1 - p-Coumarate, Ferulate (47) 
  
PhdT Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 BAB97676.1 - 3-(4-Hydroxyphenyl)-3-propionate 
 p-Coumarate, Caffeate, Ferulate, 
(48) 
        
 2.A.1.14. Anion/cation symporter (ACS) family     
  
OphD* Burkholderia multivorans ATCC 17616 
 (formerly Burkholderia cepacia) 
BAG45577.1 - Phthalate (66) 
  HpaX* Escherichia coli W ADT77978.1 - 4-Hydroxyphenylacetate (67) 
aAsterisks indicate transporters in which substrate uptake was experimentally verified using radiolabeled compounds, reconstituted proteoliposomes, or biosensors. 
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Supplemental Table 1. 芳香族酸の transporter-continued 
Family or 
subfamily 
Proteina Strain Accession no. Component 
Substrate or 
putative substrate 
Reference 
3.A.1. ATP-binding cassette (ABC)     
 3.A.1.4. Hydrophobic amino acid uptake transporter (HAAT) family     
  PcaM Sinorhizobium meliloti RmP110 (1021) CAC49880.1 SBP 3-Hydroxybenzoate, 
4-Hydroxybenzoate, PCA, VA, 
Gallate, p-Coumarate, Caffeate, 
Sinapate 
(51, 52) 
  PcaN CAC49879.1 TMD 
  PcaV CAC49878.1 TMD 
  PcaW CAC49877.1 NBD 
  PcaX CAC49876.1 NBD 
  
RPA0668 Rhodopseudomonas palustris CGA009 CAE26112.1 SBP 3-Hydroxybenzoate, 
4-Hydroxybenzoate, PCA, 
Benzoate 
(52) 
  
RPA0985 Rhodopseudomonas palustris CGA009 CAE26428.1 SBP 3-Hydroxybenzoate, 
4- Hydroxybenzoate, PCA, VA, 
Benzoate, Gallate, Syringate, 
p-Coumarate, Ferulate 
(52) 
  
RPB_2270 Rhodopseudomonas palustris HaA2 ABD06975.1 SBP 3-Hydroxybenzoate, 
4- Hydroxybenzoate, PCA, VA, 
Benzoate, Gallate, p-Coumarate, 
Ferulate 
(52) 
  
RPA4029 Rhodopseudomonas palustris CGA009 CAE29470.1 SBP 3-Hydroxybenzoate, 
4-Hydroxybenzoate, PCA, VA, 
Gallate 
(52) 
  
RPB_1579 Rhodopseudomonas palustris HaA2 ABD06289.1 SBP 3-Hydroxybenzoate, 
4-Hydroxybenzoate, PCA, VA, 
Gallate, Caffeate 
(52) 
  
RPD_1586 Rhodopseudomonas palustris BisB5 ABE38823.1 SBP 3-Hydroxybenzoate, 
4 Hydroxybenzoate, PCA, VA, 
Gallate 
(52) 
  
Bll5953 Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110 BAC51218.1 SBP 3-Hydroxybenzoate, 
4-Hydroxybenzoate, PCA, VA, 
Gallate 
(52) 
  RPB_4630 Rhodopseudomonas palustris HaA2 ABD09313.1 SBP Phenylacetate, Hydrocinnamate (53) 
  RPD_1520 Rhodopseudomonas palustris BisB5 ABE38757.1 SBP Phenylacetate, Hydrocinnamate (53) 
  
RPB_3575 Rhodopseudomonas palustris HaA2 ABD08270.1 SBP Hydrocinnamate, Dihydroferulate, 
m-Coumarate, p-Coumarate, 
Caffeate, Ferulate, Cinnamate 
(53) 
  
RPD_1889 Rhodopseudomonas palustris BisB5 ABE39124.1 SBP Hydrocinnamate, Dihydroferulate, 
m-Coumarate, p-Coumarate, 
Caffeate, Ferulate, Cinnamate 
(53) 
  
BLR7848 Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110 BAC53113.1 SBP Hydrocinnamate, Dihydroferulate, 
m-Coumarate, p-Coumarate, 
Caffeate, Ferulate, Cinnamate 
(53) 
  CouP Rhodopseudomonas palustris CGA009 CAE27230.1 SBP Hydrocinnamate, Dihydroferulate, 
m-Coumarate, p-Coumarate, 
Caffeate, Ferulate, Cinnamate 
(50, 53) 
  CouS CAE27232.1 NBD 
  CouT CAE27233.1 TMD, NBD 
  CouU CAE27234.1 TMD 
  HmgD Pseudomonas putida U AAY18216.1 SBP Homogentisate (72) 
  HmgE AAY18215.1 TMD 
  HmgF AAY18214.1 TMD 
  HmgG AAY18213.1 NBD 
  HmgH AAY18212.1 NBD 
aAsterisks indicate transporters in which substrate uptake was experimentally verified using radiolabeled compounds, reconstituted proteoliposomes, or biosensors. 
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Supplemental Table 1. 芳香族酸の transporter-continued 
Superfamily 
or family 
Proteina Strain Accession no. Component 
Substrate or 
putative substrate 
Reference 
3.A.1. ATP-binding cassette (ABC)     
 3.A.1.17:  The Taurine Uptake Transporter (TauT) Family     
  OphF* Burkholderia multivorans ATCC 17616 
  (formerly Burkholderia cepacia) 
BAG45603.1 SBP phthalate (73) 
  OphG BAG45602.1 TMD 
  OphH BAG45601.1 NBD 
  PatD Rhodococcus jostii RHA1 [plasmid] ABG99218.1 SBP Phthalate (74) 
  PatA ABG99217.1 NBD 
  PatB* ABG99216.1 TMD 
  PatC ABG99215.1 TMD 
        
2.A.56. Tripartite ATP-independent periplasmic transporter (TRAP-T) family     
  TarP Rhodopseudomonas palustris CGA009 CAE27223.1 SBP p-Coumarate, Caffeate, Ferulate, 
 Cinnamate 
(50) 
  
TarQ CAE27224.1 Small 
component 
  
TarM CAE27225.1 Large 
component 
  FcbT1* Comamonas sp. DJ-12 AAF16407.1 SBP 4-Chlorobenzoate (75) 
  
FcbT2* AAF16408.1 Small 
component 
  
FcbT3* AAF16409.1 Large 
component 
        
2.A.47. Divalent anion/Na+ symporter (DASS) family     
  GacP Lactobacillus plantarum WCFS1 CCC80015.1 - Gallate (49) 
        
2.A.21. Solute/sodium symporter (SSS) family     
  
PaaL* 
(PhaJ) 
Pseudomonas putida U AAC24338.1 - Phenylacetate (77) 
        
2.A.46. Benzoate/H+ symporter (BenE) family     
  
BenE Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 
(RES167) 
NP_601610.1 - Benzoate (43) 
  BenE1 Pseudomonas putida KT2440 AAN67649.1 - Benzoate (79) 
  BenE2 Pseudomonas putida KT2440 AAN68775.1 - Benzoate (79) 
        
2.A.80. Tripartite tricarboxylate transporter (TTT) family     
  
TpiA* Comamonas sp. E6 BAN66716.1 Large 
component 
Terephthalate (80) 
  
TpiB* BAN66715.1 Small 
component 
  TphCII BAE47084.1 SBP 
aAsterisks indicate transporters in which substrate uptake was experimentally verified using radiolabeled compounds, reconstituted proteoliposomes, or biosensors. 
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Supplemental Table 2. SYK-6株のゲノム中で推定された transporter遺伝子 
Gene Product 
2.A.1. MFS transporter  
 SLG_01020 major facilitator superfamily protein  
 SLG_02090 putative drug resistance transporter  
 SLG_04110 major facilitator superfamily protein  
 SLG_04780 putative drug resistance transporter  
 SLG_06310 major facilitator superfamily protein  
 SLG_06560 major facilitator superfamily protein  
 SLG_06640 putative aromatic acid transporter  
 SLG_07430 major facilitator superfamily protein  
 SLG_07600 major facilitator superfamily protein  
 SLG_07710 major facilitator superfamily protein  
 SLG_08090 major facilitator superfamily protein  
 SLG_08100 putative proline/betaine transporter  
 SLG_08190 putative sugar transporter  
 SLG_08780 major facilitator superfamily protein  
 SLG_09460 major facilitator superfamily protein  
 SLG_09950 putative aromatic acid transporter  
 SLG_10580 conserved hypothetical membrane protein  
 SLG_11350 major facilitator superfamily protein  
 SLG_12080 tetracycline resistance protein  
 SLG_12110 major facilitator superfamily protein  
 SLG_12420 major facilitator superfamily protein  
 SLG_12430 major facilitator superfamily protein  
 SLG_12790 major facilitator superfamily protein  
 SLG_12820 major facilitator superfamily protein  
 SLG_12880 putative aromatic acid transporter  
 SLG_13400 major facilitator superfamily protein  
 SLG_13540 major facilitator superfamily protein  
 SLG_13630 protein AmpG  
 SLG_14280 major facilitator superfamily protein  
 SLG_14350 putative aromatic acid transporter  
 SLG_14720 major facilitator superfamily protein  
 SLG_15600 putative aromatic acid transporter  
 SLG_16190 putative aromatic acid transporter  
 SLG_16370 major facilitator superfamily protein  
 SLG_17020 2-phosphonopropionate transporter  
 SLG_18580 major facilitator superfamily protein  
 SLG_18690 major facilitator superfamily protein  
 SLG_18700 putative aromatic acid transporter  
 SLG_18710 putative drug resistance transporter  
 SLG_18800 major facilitator superfamily protein  
 SLG_18920 putative aromatic acid transporter  
 SLG_18940 putative aromatic acid transporter  
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Supplemental Table 2. SYK-6株のゲノム中で推定された transporter遺伝子-continued 
Gene Product 
2.A.1. MFS transporter  
 SLG_20020 major facilitator superfamily protein  
 SLG_20420 major facilitator superfamily protein  
 SLG_20460 major facilitator superfamily protein  
 SLG_22660 putative di-/tripeptide transporter  
 SLG_23590 major facilitator superfamily protein  
 SLG_23690 multidrug resistance protein B  
 SLG_23900 alpha-ketoglutarate permease  
 SLG_24660 major facilitator superfamily protein  
 SLG_27290 major facilitator superfamily protein  
 SLG_27440 putative aromatic acid transporter  
 SLG_27550 major facilitator superfamily protein  
 SLG_27600 putative aromatic acid transporter  
 SLG_27650 major facilitator superfamily protein  
 SLG_27740 putative nitrate transporter  
 SLG_27960 putative aromatic acid transporter  
 SLG_28560 major facilitator superfamily protein  
 SLG_28680 major facilitator superfamily protein  
 SLG_28740 major facilitator superfamily protein  
 SLG_30250 putative nickel resistance protein  
 SLG_31260 putative phthalate transporter  
 SLG_31350 major facilitator superfamily protein  
 SLG_34900 major facilitator superfamily protein  
 SLG_34950 putative aromatic acid transporter  
 SLG_38030 major facilitator superfamily protein  
 SLG_p_00720 major facilitator superfamily protein 
   
2.A.21. SSS transporter  
 SLG_28080 sodium/solute symporter family protein 
   
2.A.47. DASS transporter  
 SLG_00580 putative transporter 
   
3.A.1. ABC transporter  
 SLG_01100 putative permease  
 SLG_01110 putative permease  
 SLG_02050 putative ABC transporter  
 SLG_03010 putative ABC transporter permease protein  
 SLG_03020 putative ABC transporter permease protein  
 SLG_03030 putative ABC transporter ATP-binding protein  
 SLG_04170 cell division protein  
 SLG_04180 cell division ATP-binding protein FtsE  
 SLG_04540 ABC transporter substrate binding protein precursor  
   
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Supplemental Table 2. SYK-6株のゲノム中で推定された transporter遺伝子-continued 
Gene Product 
3.A.1. ABC transporter  
 SLG_04550 ABC transporter substrate binding protein precursor  
 SLG_04560 ABC transporter permease protein  
 SLG_04570 ABC transporter permease protein  
 SLG_04580 ABC transporter ATP-binding protein  
 SLG_04590 hypothetical protein SLG_04590  
 SLG_06440 putative ABC transporter permease protein  
 SLG_06450 putative ABC transporter ATP-binding protein  
 SLG_06960 putative ABC transporter  
 SLG_06970 putative ABC transporter permease protein  
 SLG_07400 hypothetical membrane protein  
 SLG_07410 putative ABC transporter ATP-binding protein  
 SLG_08460 cytochrome c-type biogenesis protein CcmB  
 SLG_08470 cytochrome c-type biogenesis ATP-binding export protein CcmA  
 SLG_08900 phosphate transport system ATP-binding protein  
 SLG_08910 putative phosphate transport system permease protein  
 SLG_08920 putative phosphate transport system permease protein  
 SLG_08930 putative phosphate transport system substrate binding protein precursor  
 SLG_09210 ABC transporter ATP-binding protein  
 SLG_09220 ABC transporter substrate binding/permease protein  
 SLG_10090 putative bacteriocin processing/transport ATP-binding protein  
 SLG_10130 putative capsule polysaccharide export inner-membrane protein  
 SLG_10140 putative capsule polysaccharide export ATP-binding protein  
 SLG_12300 putative ABC transporter  
 SLG_13340 putative ABC transporter ATP-binding protein  
 SLG_14110 putative ABC transporter ATP-binding protein  
 SLG_14120 putative ABC transporter ATP-binding protein  
 SLG_14130 putative ABC transporter permease protein  
 SLG_14370 putative ABC transporter ATP-binding protein  
 SLG_14380 putative ABC transporter permease protein  
 SLG_14480 putative ABC transporter  
 SLG_15300 putative ABC transporter substrate binding protein  
 SLG_15780 putative ABC transporter permease protein  
 SLG_16540 putative ABC transporter substrate binding protein  
 SLG_18070 putative ABC transporter ATP-binding protein  
 SLG_19440 putative ABC transporter  
 SLG_22800 lipoprotein-releasing system ATP-binding protein LolD  
 SLG_22810 lipoprotein-releasing system transmembrane protein LolC/E family protein  
 SLG_27110 putative ABC transporter permease protein  
 SLG_27120 putative ABC transporter ATP-binding protein  
 SLG_27750 putative nitrate transporter  
 SLG_30640 ABC transporter ATP-binding protein  
 SLG_30650 ABC transporter permease protein  
   
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Supplemental Table 2. SYK-6株のゲノム中で推定された transporter遺伝子-continued 
Gene Product 
3.A.1. ABC transporter  
 SLG_30660 ABC transporter substrate binding protein precursor  
 SLG_31250 putative ABC transporter substrate binding protein  
 SLG_32520 molybdate ABC transporter ATP-binding protein  
 SLG_32530 molybdate ABC transporter permease protein  
 SLG_32540 molybdate ABC transporter substrate binding protein precursor  
 SLG_34430 putative ABC transporter ATP-binding protein  
 SLG_34660 putative ABC transporter permease protein  
 SLG_34670 putative ABC transporter ATP-binding protein  
 SLG_34760 hypothetical protein SLG_34760  
 SLG_35060 hypothetical protein SLG_35060  
 SLG_37950 putative ABC transporter ATP-binding protein  
 SLG_38510 hypothetical membrane protein  
 SLG_38520 putative ABC transporter ATP-binding protein  
 SLG_38910 ABC transporter permease protein  
 SLG_38920 ABC transporter ATP-binding protein  
 SLG_38930 ABC transporter periplasmic protein  
 SLG_38940 ABC transporter auxiliary protein  
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Supplemental Table 3. 第 1 章で使用した菌株 
Strain Relevant characteristic(s) Source 
Sphingobium sp.   
 SYK-6 Wild type; Nalr Smr (15) 
 SLG_01020 SYK-6 derivatives; SLG_01020 This study 
 SLG_02090 SYK-6 derivatives; SLG_02090 This study 
 SLG_04110 SYK-6 derivatives; SLG_04110 This study 
 SLG_04780 SYK-6 derivatives; SLG_04780 This study 
 SLG_06310 SYK-6 derivatives; SLG_06310 This study 
 SLG_06560 SYK-6 derivatives; SLG_06560 This study 
 SLG_06640 SYK-6 derivatives; SLG_06640 This study 
 SLG_07430 SYK-6 derivatives; SLG_07430 This study 
 SLG_07600 SYK-6 derivatives; SLG_07600 This study 
 SLG_07710 SYK-6 derivatives; SLG_07710 This study 
 SLG_08090 SYK-6 derivatives; SLG_08090 This study 
 SLG_08100 SYK-6 derivatives; SLG_08100 This study 
 SLG_08190 SYK-6 derivatives; SLG_08190 This study 
 SLG_08780 SYK-6 derivatives; SLG_08780 This study 
 SLG_09460 SYK-6 derivatives; SLG_09460 This study 
 SLG_09950 SYK-6 derivatives; SLG_09950 This study 
 SLG_10580 SYK-6 derivatives; SLG_10580 This study 
 SLG_11350 SYK-6 derivatives; SLG_11350 This study 
 SLG_12080 SYK-6 derivatives; SLG_12080 This study 
 SLG_12110 SYK-6 derivatives; SLG_12110 This study 
 SLG_12420 SYK-6 derivatives; SLG_12420 This study 
 SLG_12430 SYK-6 derivatives; SLG_12430 This study 
 SLG_12790 SYK-6 derivatives; SLG_12790 This study 
 SLG_12820 SYK-6 derivatives; SLG_12820 This study 
 SLG_12880 SYK-6 derivatives; SLG_12880 This study 
 SLG_13400 SYK-6 derivatives; SLG_13400 This study 
 SLG_13540 SYK-6 derivatives; SLG_13540 This study 
 SLG_13630 SYK-6 derivatives; SLG_13630 This study 
 SLG_14280 SYK-6 derivatives; SLG_14280 This study 
 SLG_14350 SYK-6 derivatives; SLG_14350 This study 
 SLG_14720 SYK-6 derivatives; SLG_14720 This study 
 SLG_15600 SYK-6 derivatives; SLG_15600 This study 
 SLG_16190 SYK-6 derivatives; SLG_16190 This study 
 SLG_16370 SYK-6 derivatives; SLG_16370 This study 
 SLG_17020 SYK-6 derivatives; SLG_17020 This study 
 SLG_18580 SYK-6 derivatives; SLG_18580 This study 
 SLG_18690 SYK-6 derivatives; SLG_18690 This study 
 SLG_18700 SYK-6 derivatives; SLG_18700 This study 
 SLG_18710 SYK-6 derivatives; SLG_18710 This study 
 SLG_18800 SYK-6 derivatives; SLG_18800 This study 
 SLG_18920 SYK-6 derivatives; SLG_18920 This study 
    
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Supplemental Table 3. 第 1 章で使用した菌株-continued 
Strain Relevant characteristic(s) Source 
 SLG_18940 SYK-6 derivatives; SLG_18940 This study 
 SLG_20020 SYK-6 derivatives; SLG_20020 This study 
 SLG_20420 SYK-6 derivatives; SLG_20420 This study 
 SLG_20460 SYK-6 derivatives; SLG_20460 This study 
 SLG_22660 SYK-6 derivatives; SLG_22660 This study 
 SLG_23590 SYK-6 derivatives; SLG_23590 This study 
 SLG_23690 SYK-6 derivatives; SLG_23690 This study 
 SLG_23900 SYK-6 derivatives; SLG_23900 This study 
 SLG_24660 SYK-6 derivatives; SLG_24660 This study 
 SLG_27290 SYK-6 derivatives; SLG_27290 This study 
 SLG_27440 SYK-6 derivatives; SLG_27440 This study 
 SLG_27550 SYK-6 derivatives; SLG_27550 This study 
 SLG_27600 SYK-6 derivatives; SLG_27600 This study 
 SLG_27650 SYK-6 derivatives; SLG_27650 This study 
 SLG_27740 SYK-6 derivatives; SLG_27740 This study 
 SLG_27960 SYK-6 derivatives; SLG_27960 This study 
 SLG_28560 SYK-6 derivatives; SLG_28560 This study 
 SLG_28680 SYK-6 derivatives; SLG_28680 This study 
 SLG_28740 SYK-6 derivatives; SLG_28740 This study 
 SLG_30250 SYK-6 derivatives; SLG_30250 This study 
 SLG_31260 SYK-6 derivatives; SLG_31260 This study 
 SLG_31350 SYK-6 derivatives; SLG_31350 This study 
 SLG_34900 SYK-6 derivatives; SLG_34900 This study 
 SLG_34950 SYK-6 derivatives; SLG_034950 This study 
 SLG_38030 SYK-6 derivatives; SLG_38030 This study 
 SLG_p_00720 SYK-6 derivatives; SLG_p_00720 This study 
   
Escherichia coli   
 NEB 10-beta 
D(ara-leu) 7697 araD139 fhuA LacX74 galK16 galE15 e14- 
80dlacZM15 recA1 relA1 endA1 nupG rpsL (Smr) rph spoT1 
(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
New England Biolabs 
 HB101 
recA13 supE44 hsd20(rB
- mB
-) ara-14 proA2 lacY1 galK2 rpsL20 
syl-5 mtl-1 
(98) 
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Supplemental Table 4. 第 1 章で使用したプラスミド 
Plasmid Relevant characteristic(s) Source 
 pJB861 RK2 broad-host-range expression vector; Km r xylS (100) 
 pJB866 RK2 broad-host-range expression vector; Tc r xylS (100) 
 pRK2013 Tra+ Mob+ ColE1 replicon; Kmr (99) 
 pAK405 oriT nptII rpsL1 oriV; Kmr (101) 
 pAK01020 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK02090 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK04110 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK04780 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK06310 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK06560 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK06640 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK07430 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK07600 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK07710 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK08090 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK08100 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK08190 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK08780 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK09460 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK09950 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK10580 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK11350 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK12080 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK12110 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK12420 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK12430 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK12790 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK12820 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK12880 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK13400 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK13540 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK13630 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK14280 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK14350 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK14720 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK15600 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK16190 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK16370 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK17020 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK18580 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK18690 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK18700 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK18710 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK18800 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
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Supplemental Table 4. 第 1 章で使用したプラスミド-continued 
Plasmid Relevant characteristic(s) Source 
 pAK18920 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK18940 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK20020 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK20420 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK20460 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK22660 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK23590 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK23690 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK23900 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK24660 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK27290 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK27440 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK27550 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK27600 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK27650 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK27740 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK27960 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK28560 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK28680 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK28740 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK30250 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK31260 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK31350 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK34900 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK34950 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAK38030 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pAKp_00720 pAK405 with a PCR amplified fragment This study 
 pJB07710 
pJB866 with a 2.0-kb BamHI-StuI[blunt] fragment carrying PCR fragment 
generated by Dis07710_TopF and Dis07710_BotR primer pair 
This study 
 pJB12880t 
pJB866 with a 1.9-kb NcoI[blunt] fragment carrying PCR fragment 
generated by Dis12880_TopF and Dis12880_BotR primer pair 
This study 
 pJB12880k 
pJB861 with a 2.0-kb EcoRI-KpnI fragment carrying SLG_12880 from 
pJB12880t 
This study 
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Supplemental Table 5. 第 1 章で使用したプライマー 
Primer Sequence (5 to3) 
 Dis01020_TopF CGGTACCCGGGGATCGATTTCTTCGAGGGCATGGG 
 Dis01020_TopR ATGGCCTCTGGTATCCGGTC 
 Dis01020_BotR CGACTCTAGAGGATCCTCGATGAGGCCGGGGATAT 
 Dis01020_BotF GACCGGATACCAGAGGCCATTACCACTCGAAGACGGTGCC 
 Dis02090_TopF CGGTACCCGGGGATCTCACCATGGCTTCCTGCG 
 Dis02090_TopR CTTCCTCACCGGGCTGATT 
 Dis02090_BotR CGACTCTAGAGGATCCGGATGGTGCAGTGGTTTC 
 Dis02090_BotF AATCAGCCCGGTGAGGAAGGATCGCCAGCGCATTGAG 
 Dis04410_TopF CGGTACCCGGGGATCTGCATGCGGGCATTGAGATC 
 Dis04410_TopR GTCGTGATGACCGGGAACGA 
 Dis04410_BotR CGACTCTAGAGGATCTACAGGCTATGTGCCGCCCA 
 Dis04410_BotF TCGTTCCCGGTCATCACGACCCGCTCTCCTGGCATGATGA 
 Dis04780_TopF CGGTACCCGGGGATCATGACTCGTCTCATGGACGG 
 Dis04780_TopR AGAGACCATCGATCGACGC 
 Dis04780_BotR CGACTCTAGAGGATCGCAGCGAGAAAGCCAATGAC 
 Dis04780_BotF GCGTCGATCGATGGTCTCTTTCGTGCAGCTCGCCAT 
 Dis06310_TopF CGGTACCCGGGGATCCTCACGTCGGATTTCTGGGA 
 Dis06310_TopR CAACACCGAGGAACTGCG 
 Dis06310_BotR CGACTCTAGAGGATCTCGTACCCGCTCTCCTTGA 
 Dis06310_BotF CGCAGTTCCTCGGTGTTGATCCAGACCGCCCTGAACA 
 Dis06560_TopF CGGTACCCGGGGATCGGTTGCGTTCAGTTCGCGCA 
 Dis06560_TopR TCCGGCTGGCGATCCTGATT 
 Dis06560_BotR CGACTCTAGAGGATCCCGCCGTATCCGAGAAATCG 
 Dis06560_BotF AATCAGGATCGCCAGCCGGAATGAACATCGTGCCGGCCAG 
 Dis06640_TopF CGGTACCCGGGGATCGAGCACATTGTCGATGCCG 
 Dis06640_TopR GTTGTGCCGTTGCTGATCG 
 Dis06640_BotR CGACTCTAGAGGATCCCGGTGGCACCTGAAATTT 
 Dis06640_BotF CGATCAGCAACGGCACAACATGCTCGAGGATGGAAGGC 
 Dis07430_TopF CGGTACCCGGGGATCACCACCTTGCGGCGATAG 
 Dis07430_TopR ATGATCGGTGCCGTGGTG 
 Dis07430_BotR CGACTCTAGAGGATCATGGCGGGAAGGACAGATG 
 Dis07430_BotF CACCACGGCACCGATCATATGGAGACGGCTGATGCG 
 Dis07600_TopF CGGTACCCGGGGATCAAGATCGGCCTTGAGCCCGA 
 Dis07600_TopR GATGACGAAGGCCTTGGCGA 
 Dis07600_BotR CGACTCTAGAGGATCGGCGCTTTACACCGGCAATA 
 Dis07600_BotF TCGCCAAGGCCTTCGTCATCCCCGTCTATCGGGACCGATT 
 Dis07710_TopF CGGTACCCGGGGATCAAGAAGATCTCAGGCCCGGC 
 Dis07710_TopR TCCGGCGCGAGATTGGTT 
 Dis07710_BotR CGACTCTAGAGGATCCGCAGCGCCTCGAAGAACAT 
 Dis07710_BotF AACCAATCTCGCGCCGGATTCCTGCTGACGTTCGTCCG 
 Dis08090_TopF CGGTACCCGGGGATCCGATCGAACTCGCCACAAC 
 Dis08090_TopR CTGAGCAGAGTGGCCATGAA 
 Dis08090_BotR CGACTCTAGAGGATCTCATGAACAGCATGCCGATG 
 Dis08090_BotF TTCATGGCCACTCTGCTCAGGCAGCAGGATTTCCAGATCG 
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Supplemental Table 5. 第 1 章で使用したプライマー-continued 
Primer Sequence (5 to3) 
 Dis08100_TopF CGGTACCCGGGGATCACCATCCTCGCGGCCTATAT 
 Dis08100_TopR GGTCGGTCTGCGTCATTCTG 
 Dis08100_BotR CGACTCTAGAGGATCTGCGATCGAAGAAGGACAGC 
 Dis08100_BotF CAGAATGACGCAGACCGACCTGTTCCCTGCATGACGATCC 
 Dis08190_TopF CGGTACCCGGGGATCGGCAGATCATCGAAGCCCA 
 Dis08190_TopR GGCTCTGCCTGTGGAACT 
 Dis08190_BotR CGACTCTAGAGGATCGTCGGCGGTGTTGATGTTC 
 Dis08190_BotF AGTTCCACAGGCAGAGCCGCGAATCACTTCCGGGATCA 
 Dis08780_TopF CGGTACCCGGGGATCAAGATCTCCGGACAGCCTTG 
 Dis08780_TopR GATCGTCTGCGGCATGTG 
 Dis08780_BotR CGACTCTAGAGGATCGCGTATCGAGCGGAACGA 
 Dis08780_BotF CACATGCCGCAGACGATCCGAAGAGAATCATCGCCGTC 
 Dis09460_TopF CGGTACCCGGGGATCCGGAAGAGACGCTGCAGA 
 Dis09460_TopR TGCAGCTCACCATGAGCTT 
 Dis09460_BotR CGACTCTAGAGGATCCCTTGAGGGGAGAGAAACGG 
 Dis09460_BotF AAGCTCATGGTGAGCTGCATAGCCGTCGATGAAGCACA 
 Dis09950_TopF CGGTACCCGGGGATCGACGATCTCCGCCATGGCAT 
 Dis09950_TopR TCATCTTCTCGACAGCGCGG 
 Dis09950_BotR CGACTCTAGAGGATCATTTCGATGCTCTGGCGCG 
 Dis09950_BotF CCGCGCTGTCGAGAAGATGAAGCCACTGGACGGGAAGCAT 
 Dis10580_TopF CGGTACCCGGGGATCAAGTAGAGTTACCCCGCACG 
 Dis10580_TopR GAGAGTTCCCCCGACCAG 
 Dis10580_BotR CGACTCTAGAGGATCTGCTCCTTTCTGCGTGGG 
 Dis10580_BotF CTGGTCGGGGGAACTCTCGCTTTCTCTGCCCTGCTCA 
 Dis11350_TopF CGGTACCCGGGGATCACGGACATCGTGCCGCTGAT 
 Dis11350_TopR ATGCATAGCGCCGCATGGT 
 Dis11350_BotR CGACTCTAGAGGATCCACGATGGCCGAGCAGTCAT 
 Dis11350_BotF ACCATGCGGCGCTATGCATCATATGCGCGCTCATCGGTC 
 Dis12080_TopF CGGTACCCGGGGATCTGAGCTCAGGGCTAATCGAC 
 Dis12080_TopR TTCATCGTGGCGAGCGTC 
 Dis12080_BotR CGACTCTAGAGGATCGACTGCCCCATGAGGAAGAT 
 Dis12080_BotF GACGCTCGCCACGATGAATCCACATCGCCCACATTCAT 
 Dis12110_TopF CGGTACCCGGGGATCCTCCTCGGCTTATGGCTTCT 
 Dis12110_TopR ACGATGAGCAGCGGGATC 
 Dis12110_BotR CGACTCTAGAGGATCGTCTGGCGCGAAGAGATCA 
 Dis12110_BotF GATCCCGCTGCTCATCGTACGGCGACCTTCTTCCTG 
 Dis12420_TopF CGGTACCCGGGGATCAAGAAGCTGGCGGCGATCAT 
 Dis12420_TopR TGGCGATGTTCCTCGACGAG 
 Dis12420_BotR CGACTCTAGAGGATCGCGTCCAGCTTCGCTTTCCT 
 Dis12420_BotF CTCGTCGAGGAACATCGCCAATCTGATAACGCGGGGAGCG 
 Dis12430_TopF CGGTACCCGGGGATCATGCCGACAAAGGGCATGG 
 Dis12430_TopR TCTCTGGATGCTGATCGCGC 
 Dis12430_BotR CGACTCTAGAGGATCCGCCGGATTCGCACATCA 
 Dis12430_BotF GCGCGATCAGCATCCAGAGAAATTGAGGCTGAGCAGGCCG 
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Supplemental Table 5. 第 1 章で使用したプライマー-continued 
Primer Sequence (5 to3) 
 Dis12790_TopF CGGTACCCGGGGATCACGCGGGAATCCAGCTGAGA 
 Dis12790_TopR GCCAGCTATGCGCTTGCGTA 
 Dis12790_BotR CGACTCTAGAGGATCCTGCCCGGCATTGCGATATT 
 Dis12790_BotF TACGCAAGCGCATAGCTGGCCAAACCGCGGAAACAGCCA 
 Dis12820_TopF CGGTACCCGGGGATCCTCTGGGGCTTTTACGGCA 
 Dis12820_TopR TTGCGATCCAGGAGCGAC 
 Dis12820_BotR CGACTCTAGAGGATCATGCTGGCGGAACTCGAT 
 Dis12820_BotF GTCGCTCCTGGATCGCAAGCGATCCTCAGCGTGAACT 
 Dis12880_TopF CGGTACCCGGGGATCATCGGTCAGCGGATTGCGA 
 Dis12880_TopR ACCGACATGGGCGAATCGTT 
 Dis12880_BotR CGACTCTAGAGGATCAATTCGCGAGCGCGGATGA 
 Dis12880_BotF AACGATTCGCCCATGTCGGTTGGCCGTGTTCATGCTGCTG 
 Dis13400_TopF CGGTACCCGGGGATCGCTTGCATTCTTCACAGGCT 
 Dis13400_TopR GGTCTTCTGGCTGATGCAC 
 Dis13400_BotR CGACTCTAGAGGATCCTTCCACCGCCCGATTGTA 
 Dis13400_BotF GTGCATCAGCCAGAAGACCCGGCAAAGGCGAGATAAGC 
 Dis13540_TopF CGGTACCCGGGGATCACGAAATGCCGACCAGCA 
 Dis13540_TopR CTGGTGGTCACGCCTTTTC 
 Dis13540_BotR CGACTCTAGAGGATCGCGCTGGTCGAGGAAAGT 
 Dis13540_BotF GAAAAGGCGTGACCACCAGGAGCCGCACGACGAGATA 
 Dis13630_TopF CGGTACCCGGGGATCGAAAGCAGGCTTGTCGGTC 
 Dis13630_TopR GAGCAGGAAGGCGACGAA 
 Dis13630_BotR CGACTCTAGAGGATCGTATCGGGTTCAGCCTTCG 
 Dis13630_BotF TTCGTCGCCTTCCTGCTCCTTCTGGGCCTTCACGGT 
 Dis14280_TopF CGGTACCCGGGGATCGCACGGTGATCGATGTGTC 
 Dis14280_TopR GAAATTGGCGGACATGACGG 
 Dis14280_BotR CGACTCTAGAGGATCGGTGCTGAGCTGGAGCTTT 
 Dis14280_BotF CCGTCATGTCCGCCAATTTCTAGGTGAGCAACCCGGAGA 
 Dis14350_TopF CGGTACCCGGGGATCTATCTGCTGCTGCTCGACG 
 Dis14350_TopR CGCTCTTTTCTGTTCCGGC 
 Dis14350_BotR CGACTCTAGAGGATCCGTGCCCTGCTTGTTGATC 
 Dis14350_BotF GCCGGAACAGAAAAGAGCGAATCAGGGAGAGGCGAAGTG 
 Dis14720_TopF CGGTACCCGGGGATCGAAGGTCGAACAGCGCAA 
 Dis14720_TopR TCGTTGCGCAATATCTCGTC 
 Dis14720_BotR CGACTCTAGAGGATCATCGCTTCGGCGAGGAATA 
 Dis14720_BotF GACGAGATATTGCGCAACGACGTAGAATTCGACCGTGGTG 
 Dis15600_TopF CGGTACCCGGGGATCCAGTGATCGACCCTGCGA 
 Dis15600_TopR TCCGTTCATCCTGTTCCTCG 
 Dis15600_BotR CGACTCTAGAGGATCACGTCGCCTTCCTCGATG 
 Dis15600_BotF CGAGGAACAGGATGAACGGATCGAACAGGGTCACGAGC 
 Dis16190_TopF CGGTACCCGGGGATCTTCCGCTCCTCCAGCAATC 
 Dis16190_TopR GCCCGTCGATCATCAGGAT 
 Dis16190_BotR CGACTCTAGAGGATCGTGGTGACGCTCAGCCAT 
 Dis16190_BotF ATCCTGATGATCGACGGGCTGGCCAATGACCAGAGCTG 
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Supplemental Table 5. 第 1 章で使用したプライマー-continued 
Primer Sequence (5 to3) 
 Dis16370_TopF CGGTACCCGGGGATCCCATCTGCCGGGCATCTAT 
 Dis16370_TopR TCGGCCAGCACATTCATGAT 
 Dis16370_BotR CGACTCTAGAGGATCGCAGCGTCTTGTCGAACC 
 Dis16370_BotF ATCATGAATGTGCTGGCCGACGGTCTATCTCTGGGCGTC 
 Dis17020_TopF CGGTACCCGGGGATCATTGTCGTAGATCGTGGCCT 
 Dis17020_TopR CTGATCGGCAAGGTGATGGA 
 Dis17020_BotR CGACTCTAGAGGATCTGCGACTTCAGGAGCGTG 
 Dis17020_BotF TCCATCACCTTGCCGATCAGCGCCCCGTGTAGAAGAACA 
 Dis18580_TopF CGGTACCCGGGGATCTGTATCCGCGACACGATTGA 
 Dis18580_TopR GCCTATTTTCGACCCCTGCT 
 Dis18580_BotR CGACTCTAGAGGATCTTGGACAACGATGATCCGCA 
 Dis18580_BotF AGCAGGGGTCGAAAATAGGCAATGCCCATCGTCACCAGG 
 Dis18690_TopF CGGTACCCGGGGATCCAATCACTCCAAGCAGCGTC 
 Dis18690_TopR CAGAACCACCAGCGAGGT 
 Dis18690_BotR CGACTCTAGAGGATCTACTGACCGAATCCATGCCC 
 Dis18690_BotF ACCTCGCTGGTGGTTCTGTTTTAGCGACCGGCTCCG 
 Dis18700_TopF CGGTACCCGGGGATCCAAGGCATCGCGATCAACAG 
 Dis18700_TopR TACTGCCTTGTTCTAGGCGG 
 Dis18700_BotR CGACTCTAGAGGATCCGGTCATTGCGAATGCGAA 
 Dis18700_BotF CCGCCTAGAACAAGGCAGTATTTTCCGCAGCGCCTTCT 
 Dis18710_TopF CGGTACCCGGGGATCACAAGGCTCATCGCGAGATA 
 Dis18710_TopR CCGCAAGATCATCGGCCA 
 Dis18710_BotR CGACTCTAGAGGATCCGGATCGAGGCGGTTCAT 
 Dis18710_BotF TGGCCGATGATCTTGCGGACTGCTCTATCGCGGCAAT 
 Dis18800_TopF CGGTACCCGGGGATCGCACACCGCAATGGGATG 
 Dis18800_TopR TGATCAGCATGACCGTAGCC 
 Dis18800_BotR CGACTCTAGAGGATCGACGCTTGCATCGAAAGAGT 
 Dis18800_BotF GGCTACGGTCATGCTGATCAACTGCTGGCTTGGATCATGT 
 Dis18920_TopF CGGTACCCGGGGATCCCGATAAGTTGCAGCGCGAT 
 Dis18920_TopR ATACCGCCAATCCTGGTGGC 
 Dis18920_BotR CGACTCTAGAGGATCCCAGGGAGTTGAGCGGGATT 
 Dis18920_BotF GCCACCAGGATTGGCGGTATAAAACGAGCCCCAGCATCG 
 Dis18940_TopF CGGTACCCGGGGATCCCAAGGCCAGCAATGGAAAA 
 Dis18940_TopR ATTCGGAGGCATCACGGC 
 Dis18940_BotR CGACTCTAGAGGATCTGGGACGTCGCAAACGATT 
 Dis18940_BotF GCCGTGATGCCTCCGAATAAGCCGTCGACGATGAGC 
 Dis20020_TopF CGGTACCCGGGGATCTTAGCCGGGGCTTATTCTCC 
 Dis20020_TopR AGGAGCAGCAACCTCTGC 
 Dis20020_BotR CGACTCTAGAGGATCTTCGAGAAGGGGAATGAGCC 
 Dis20020_BotF GCAGAGGTTGCTGCTCCTGGGAATGGAAATGCCGAGGT 
 Dis20420_TopF CGGTACCCGGGGATCCATGGTGACGGCCATGTAGT 
 Dis20420_TopR GCAGTCCGTCGGAAAAGGA 
 Dis20420_BotR CGACTCTAGAGGATCGTGAAGGGGCATGCCAAAG 
 Dis20420_BotF TCCTTTTCCGACGGACTGCGTCTGCTTGGCCAGACCAT 
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Supplemental Table 5. 第 1 章で使用したプライマー-continued 
Primer Sequence (5 to3) 
 Dis20460_TopF CGGTACCCGGGGATCTTCTGAGCGACGATGCCC 
 Dis20460_TopR ATCTGCCGGTCGACGAAATT 
 Dis20460_BotR CGACTCTAGAGGATCACTGCCGCCTCTTCTTCATC 
 Dis20460_BotF AATTTCGTCGACCGGCAGATGCTGCGCTACTCTATGCTGT 
 Dis22660_TopF CGGTACCCGGGGATCGGTCGATCCGCAATCCTGA 
 Dis22660_TopR TGGTGGACGGTGGGTATTG 
 Dis22660_BotR CGACTCTAGAGGATCTGACATCACGCAAACGCAG 
 Dis22660_BotF TACCCACCGTCCACCAAATGTAGAGACCCTTGG 
 Dis23590_TopF CGGTACCCGGGGATCGCGACCAGCCTTCGTCATA 
 Dis23590_TopR CTCGAACATCGGCGCAGTA 
 Dis23590_BotR CGACTCTAGAGGATCCATGCGCGCGATGAAGAA 
 Dis23590_BotF TACTGCGCCGATGTTCGAGGCAAGAGTGATGATGGTGGC 
 Dis23690_TopF CGGTACCCGGGGATCAAGCAGGACATCGTATCGGT 
 Dis23690_TopR GTGGTATCCAGCACCTGCAT 
 Dis23690_BotR CGACTCTAGAGGATCGCATGATGATCCTCCCGGA 
 Dis23690_BotF ATGCAGGTGCTGGATACCACTTCTACCTGATGGCGCTGG 
 Dis23900_TopF CGGTACCCGGGGATCATCATCGGGACATCCCGGAT 
 Dis23900_TopR CCATTCGACGAAATTGCCG 
 Dis23900_BotR CGACTCTAGAGGATCACGCAGGAATGAACCAACCG 
 Dis23900_BotF CGGCAATTTCGTCGAATGGTTATGTGAGCGGCATGTGCG 
 Dis18700_TopF CGGTACCCGGGGATCCAAGGCATCGCGATCAACAG 
 Dis18700_TopR TACTGCCTTGTTCTAGGCGG 
 Dis18700_BotR CGACTCTAGAGGATCCGGTCATTGCGAATGCGAA 
 Dis18700_BotF CCGCCTAGAACAAGGCAGTATTTTCCGCAGCGCCTTCT 
 Dis18710_TopF CGGTACCCGGGGATCACAAGGCTCATCGCGAGATA 
 Dis18710_TopR CCGCAAGATCATCGGCCA 
 Dis18710_BotR CGACTCTAGAGGATCCGGATCGAGGCGGTTCAT 
 Dis18710_BotF TGGCCGATGATCTTGCGGACTGCTCTATCGCGGCAAT 
 Dis18800_TopF CGGTACCCGGGGATCGCACACCGCAATGGGATG 
 Dis18800_TopR TGATCAGCATGACCGTAGCC 
 Dis18800_BotR CGACTCTAGAGGATCGACGCTTGCATCGAAAGAGT 
 Dis18800_BotF GGCTACGGTCATGCTGATCAACTGCTGGCTTGGATCATGT 
 Dis18920_TopF CGGTACCCGGGGATCCCGATAAGTTGCAGCGCGAT 
 Dis18920_TopR ATACCGCCAATCCTGGTGGC 
 Dis18920_BotR CGACTCTAGAGGATCCCAGGGAGTTGAGCGGGATT 
 Dis18920_BotF GCCACCAGGATTGGCGGTATAAAACGAGCCCCAGCATCG 
 Dis18940_TopF CGGTACCCGGGGATCCCAAGGCCAGCAATGGAAAA 
 Dis18940_TopR ATTCGGAGGCATCACGGC 
 Dis18940_BotR CGACTCTAGAGGATCTGGGACGTCGCAAACGATT 
 Dis18940_BotF GCCGTGATGCCTCCGAATAAGCCGTCGACGATGAGC 
 Dis20020_TopF CGGTACCCGGGGATCTTAGCCGGGGCTTATTCTCC 
 Dis20020_TopR AGGAGCAGCAACCTCTGC 
 Dis20020_BotR CGACTCTAGAGGATCTTCGAGAAGGGGAATGAGCC 
 Dis20020_BotF GCAGAGGTTGCTGCTCCTGGGAATGGAAATGCCGAGGT 
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Supplemental Table 5. 第 1 章で使用したプライマー-continued 
Primer Sequence (5 to3) 
 Dis20420_TopF CGGTACCCGGGGATCCATGGTGACGGCCATGTAGT 
 Dis20420_TopR GCAGTCCGTCGGAAAAGGA 
 Dis20420_BotR CGACTCTAGAGGATCGTGAAGGGGCATGCCAAAG 
 Dis20420_BotF TCCTTTTCCGACGGACTGCGTCTGCTTGGCCAGACCAT 
 Dis20460_TopF CGGTACCCGGGGATCTTCTGAGCGACGATGCCC 
 Dis20460_TopR ATCTGCCGGTCGACGAAATT 
 Dis20460_BotR CGACTCTAGAGGATCACTGCCGCCTCTTCTTCATC 
 Dis20460_BotF AATTTCGTCGACCGGCAGATGCTGCGCTACTCTATGCTGT 
 Dis23590_TopF CGGTACCCGGGGATCGCGACCAGCCTTCGTCATA 
 Dis23590_TopR CTCGAACATCGGCGCAGTA 
 Dis23590_BotR CGACTCTAGAGGATCCATGCGCGCGATGAAGAA 
 Dis23590_BotF TACTGCGCCGATGTTCGAGGCAAGAGTGATGATGGTGGC 
 Dis23690_TopF CGGTACCCGGGGATCAAGCAGGACATCGTATCGGT 
 Dis23690_TopR GTGGTATCCAGCACCTGCAT 
 Dis23690_BotR CGACTCTAGAGGATCGCATGATGATCCTCCCGGA 
 Dis23690_BotF ATGCAGGTGCTGGATACCACTTCTACCTGATGGCGCTGG 
 Dis23900_TopF CGGTACCCGGGGATCATCATCGGGACATCCCGGAT 
 Dis23900_TopR CCATTCGACGAAATTGCCG 
 Dis23900_BotR CGACTCTAGAGGATCACGCAGGAATGAACCAACCG 
 Dis23900_BotF CGGCAATTTCGTCGAATGGTTATGTGAGCGGCATGTGCG 
 Dis30250_TopF CGGTACCCGGGGATCACGACACAACCAGCCTGAC 
 Dis30250_TopR GCGATGTCATATGCGAGCAG 
 Dis30250_BotR CGACTCTAGAGGATCGATTCCGCGACGATCGAGAT 
 Dis30250_BotF CTGCTCGCATATGACATCGCCACCCACGACGATTTAGCAC 
 Dis31260_TopF CGGTACCCGGGGATCACCGTCTCGACAAGTGACG 
 Dis31260_TopR ACGAGAAGAGGCATGATCCG 
 Dis31260_BotR CGACTCTAGAGGATCTTGGCAGCCTGTCGTCAG 
 Dis31260_BotF CGGATCATGCCTCTTCTCGTGGTTGATAGAACCGGTTCGC 
 Dis31350_TopF CGGTACCCGGGGATCAGCCTGCCGAGCGATATG 
 Dis31350_TopR ATCCATGGCGATCAGGGC 
 Dis31350_BotR CGACTCTAGAGGATCTTTCGCGTCGTGGGCTATT 
 Dis31350_BotF GCCCTGATCGCCATGGATGAGACCAAGGTGAGGAAGCC 
 Dis34900_TopF CGGTACCCGGGGATCAGCCTGCCGAGCGATATG 
 Dis34900_TopR GCCTGGACGATCTATACCGC 
 Dis34900_BotR CGACTCTAGAGGATCCTCCCCTTTGTCCTCGCTC 
 Dis34900_BotF GCGGTATAGATCGTCCAGGCGTCATAGCCCTCCAGCCC 
 Dis34950_TopF CGGTACCCGGGGATCCTTGAAAGCGGCCAGTGCCT 
 Dis34950_TopR TCGCGATGATGGGCTGGA 
 Dis34950_BotR CGACTCTAGAGGATCTCACCGGCAGCAATTGCG 
 Dis34950_BotF TCCAGCCCATCATCGCGAACTGCATGGACGTCATGGGC 
 Dis38030_TopF CGGTACCCGGGGATCTAGGATGATCCCCTGCACCT 
 Dis38030_TopR CCGCTACGCCATGGTGAT 
 Dis38030_BotR CGACTCTAGAGGATCGCACTCAGCACGAGCAAAG 
 Dis38030_BotF ATCACCATGGCGTAGCGGTCACGCGATCGATGAAGCA 
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Supplemental Table 5. 第 1 章で使用したプライマー-continued 
Primer Sequence (5 to3) 
 Dis00720p_TopF CGGTACCCGGGGATCGGCATTGCTCTTGGCGTT 
 Dis00720p_TopR CAAGACGAAAAAGGAGGCCG 
 Dis00720p_BotR CGACTCTAGAGGATCTTTGCGGCCATGTCGATTTC 
  Dis00720p_BotF CGGCCTCCTTTTTCGTCTTGGCTCGTTCTGTGGGGGATT 
 01020_F GCCAGAAGATCGTTGCGTG 
 02090_F GCATCACCACGAACTGCTG 
 04110_F TGAGCTTGCCGCTGATGT 
 04780_F CCATGCTCAAGACCCCCAAT 
 06310_F GAACTGGATACCGACGATGC 
 06560_F CGCATTTCATTTCCGCATGG 
 06640_F CCTCTTTTCGTCTCCGGTCT 
 07430_F TGAGTTCCTCGGGCAGGT 
 07600_F GCACGACCGACCATCAATC 
 07710_F CGACGAGCATCTACACGGG 
 08090_F AGTGTCTGGACGATCTCGC 
 08100_F TATTTTGGGGGGCTGGTGC 
 08190_F GCATGTCGTGTGTCTTGCC 
 08780_F TAGGTGTCGGTGTTGGGGT 
 09460_F AATCCGGGCGAAGGTGAC 
 09950_F CGTATCGACCACCACCACAT 
 10580_F CGGATGCAGACAGCCTATGA 
 11350_F TATGCGGGCTGGAAGTCG 
 12080_F TGCCGGAAAGCGAGATCG 
 12110_F CTCATGGCCGCGGATTATG 
 12420_F TGGCGAGCCTTATGATGTCG 
 12430_F CCGAGCATGATCCAGAGAGG 
 12790_F CGTCCGCTTTCCATCACCT 
 12820_F CCATTCAGGAAACGCTGCC 
 12880_F TGAGCGGATCGACCTTGG 
 13400_F TCACCGCGCACAAGATCC 
 13540_F CGGGACGACGAACGAAAATC 
 13630_F ATCATGCGCTCGATATCCCG 
 14280_F TGCTGAGTCCCCATATTGCC 
 14350_F GAACGAAGCCGAAACACGAG 
 14720_F GCCGCATCGACAATCAGC 
 15600_F CAGTGAGCGACGTGTGTG 
 16190_F TTCTTCCTTCTGGCGTCCG 
 16370_F TCTTCGACGGGCAGGACTA 
 17020_F GCGGCTCGTGATATTTCTGG 
 18580_F CAGATGCGTGAAGATCGGGA 
 18690_F CGTCCGAGGTTGTCCAGAAT 
 18700_F TGGGCGAACGGATCGGATA 
 18710_F CGCTATTGTGATTCCGCCTG 
 18800_F GAAGTTGGCGGGAAATACGG 
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Supplemental Table 5. 第 1 章で使用したプライマー-continued 
Primer Sequence (5 to3) 
 18920_F TGGGCGGTAGAAATTGACGA 
 18940_F CGCGCACATCATTTCTGACA 
 20020_F CAATACTTGTCCAGCGAGCC 
 20420_F TCCACGTCTTCCCTGCGA 
 20460_F TGCGAGCCTTGTCTATACCG 
 22660_F CAGCCCGAGATTGGACATGA 
 23590_F GATTGCGGGCGATGAGGAT 
 23690_F ACACATGGCTGAGGCTGAT 
 23900_F CGGTCGCCATGTCAACTCT 
 24660_F GACGGTGCTGCAGCTGAT 
 27290_F ATGATGGCCAGGACGTCAC 
 27440_F GCGTGTAGACATTGCTGCC 
 27550_F GCTTATGCCTCTTGCAGCG 
 27600_F CAACACGCAGGGCATTGTC 
 27650_F AAGCGGCAGCGTAGTTTTG 
 27740_F GCTCTCGAAACGGTGCCA 
 27960_F GTGCAGACGACCAACAATCC 
 28560_F GGATGGGGACCTGCGAAT 
 28680_F ATCACGCTTGCCCATCTTCT 
 28740_F GATGGGCATGCAAAACTCGT 
 30250_F TGCCTTCCGAATATGGGGTC 
 31260_F GGAGGTCTACCGGAACAGTC 
 31350_F GCAATGAAGCCGACTGCC 
 34900_F CATCTCCGTCTGAACCGCT 
 34950_F CCATCTTCACGCCCTCGAA 
 38030_F CAGCGAAGAAGTCACGGGT 
 p00720_F ATGTGGAGCGATGTCGAAGG 
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Supplemental Figure 1. コロニーPCRを用いた 67 個の各遺伝子破壊の確認. 
(A)相同組み換えによる遺伝子破壊と破壊確認の模式図. (B) 遺伝子破壊株のコロニーPCR解析. Lanes: 1, 
マーカー; 2, SYK-6 株のコロニーPCR産物; 3, 遺伝子破壊株のコロニーPCR産物. 
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Supplemental Figure 1. コロニーPCRを用いた 67 個の各遺伝子破壊の確認-continued. 
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Supplemental Figure 1. コロニーPCRを用いた 67 個の各遺伝子破壊の確認-continued. 
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Supplemental Figure 1. コロニーPCRを用いた 67 個の各遺伝子破壊の確認-continued. 
 
